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0  giutamato é um importante neurotransmissor na resposta nociceptiva. Uma parte deste 
trabalho teve como objetivo caracterizar a contribuição do NO em um modelo de hiperalgesia 
térmica induzida pelo giutamato. A administração de giutamato (10-100 nmol/sitio) por via 
intratecal (i.t.) em camundongos causou marcante e longa resposta hiperalgésica no teste da 
placa quente (5-60 minutos). A administração intratecal de inibidores da NO-sintase, de 
inibidores da guanilato ciclase solúvel e do inibidor seletivo da ciclooxigenase-2  reverteram a 
resposta hiperalgésica induzida pelo giutamato. Além disso, o doador de NO, SNAP e o ativador 
da via GMPc-PKG, 8-bromo-GMPc potencializaram a resposta induzida pelo giutamato em dose 
sub-limiar (10 nmol/sitio, i.t.). Êsses resutados demonstram que, pelo menos em parte, o NO tem 
uma importante contribuição na hiperalgesia térmica causada pelo giutamato. Assim como os 
receptores glutamatérgicos, os receptores Bi e 82 para as cininas são importantes para a 
transmissão da dor. Diante disto, outra parte do presente estudo visa caracterizar 0 efeito 
hiperalgésico induzido pelas cininas administradas intratecalmente. A bradicinina, a Tyr^- 
bradicinina (1-30 nmol/sitio), a des-Arg^-bradicinina e a des-Arg^o-calidina (3-50 nmol/sitio) 
causaram marcante hiperalgesia térmica quando analisados no teste da placa quente em 
camundongos, uma ação mediada pela ativação de receptores Bi e B2. Além disso, a 
hiperalgesia induzida pela bradicinina foi parcial, mas signlficantemente revertida pela pré- 
administração intratecal dos antagonistas NMDA, NKi, do CGRP, dos inibidores da 
ciclooxigenase e da óxido nitrico sintase. Os resultados do presente estudo demonstram que as 
cininas que a hiperalgesia causada pela bradicinina, parece ser mediada por fibras aferentes 
primárias sensíveis a capsaicina, e pela liberação ou ação de giutamato, substância P, CGRP, 
prostaglandinas e óxido nitrico. Desta maneira, as cininas possuem importantes ações 
moduladoras da transmissão dolorosa espinhal. Assim, inibem as ações hiperalgésicas das 
cininas em nível espinhal, são potencialmente importantes para 0 desenvolvimento de novos 
analgésicos.
Se a nossa existência não tem por fim 
imediato a dor. pode dizer-se que não tem razão 
alguma de ser no mundo. Porque é absurdo 
admitir que a dor sem fim, que nasce da miséria 
inerente à vida e enche o mundo, seja apenas um 
puro acidente, e não o próprio fim. Cada desgraça 
particular parece, é certo, uma exceção, mas a 
desgraça geral é a regra.
Arthur Schopenhauer
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RESUMO
0  glutamato é um importante neurotransmissor na resposta nociceptiva. Age em 
receptores específicos mediando diversos respostas, incluindo a produção de óxido nitrico (NO) 
e a ativação da guanilato ciclase solúvel. Uma parte deste trabalho têm como objetivo 
caracterizar a contribuição do NO em um-modelo de-hiperalgesia térmica induzida pelo 
glutamato. Foram utilizados camundongos machos (25-35 g, n=6-12 por grupo). A administração 
de glutamato (10-100 nmol/sitio) por via intratecal (i.t.) causou marcante e longa resposta 
hiperalgésica no teste da placa quente (5-60 minutos). A administração intratecal dos inibidores 
da NO-sintase, L-NOARG (DIso = 166 nmol/sitio) e L-NAME (Dlso= 31 nmol/sítio), e dos 
inibidores da guanilato ciclase solúvel, azul de metileno (1,25 nmol/sitio), LY 83583 (DIso = 240 
nmol/sitio) e ODQ (DIso =131 nmol/sitio), reverteu a resposta hiperalgésica induzida pelo 
glutamato (100 nmol/sítio, i.t). Além disso, o doador de NO, SNAP (0,22 limol/sítio, i.t.), e o 
ativador da via GMPc-PKG , 8-bromo-GMPc (22,5 nmol/sítio) potencializaram a resposta 
induzida pelo glutamato em dose sub-limiar (10 nmol/sítio, i.t). 0  inibidor seletivo da 
cicloxigenase-2, o DFU (9,1 nmol/sítio, i.t), também inibiu a hiperalgesia induzida pelo 
glutamato. Esses resutados demonstram que, pelo menos em parte, o NO tem uma importante 
contribuição na hiperalgesia térmica causada pelo glutamato, demonstrada pelo aumento da 
resposta com a administração conjunta com doadores de NO e pelo ativador da via GMPc-PKG, 
e pelo bloqueio causado pelos inibidores da NO sintase e da guanilato ciclase solúvel em nível 
espinhal. Além da via NO-GMPc, outra via importante para a ação do glutamato em nível 
espinhal parece ser a estimulação da ciclooxigenase-2, pois o inibidor seletivo desta enzima, o 
DFU (0,9-9,1 nmol/sítio) bloqueou totalmente a hiperalgesia causada pela injeção intratecal de 
glutamato (100 nmol/sítio). A hiperalgesia causada pelo glutamato é relativamente dependente 
da ativação de fibras aferentes primárias, pois o tratamento neonatal dos animais com a
aferentes primárias induzida pelo tratamento neonatal dos camundongos com capsaicina (50 
mg/kg, s.c.) provocou diminuição marcante da hiperalgesia induzida pela bradicinina (70+8%). 
Além disso, este tratamento reverteu o efeito anti-hiperãlgésico do MK-801, FK888, indometacina 
e L-NAME. Porém, o efeito anti-hiperalgésico do HOE140 (10 nmol/sítio) permaneceu inalterado 
(100%, P<0.05).
Os resultados do presente estudo demonstram que as cininas, quando injetadas 
intratecalmente, causam importante hiperalgesia térmica, um evento mediado por receptores Bi 
e B2. a  hiperalgesia causada pela bradicinina, parece ser mediada por fibras aferentes primárias 
sensíveis a capsaicina, e pela liberação ou ação de glutamato, substância P, CGRP, 
prostaglandinas e óxido nítrico. Dessa maneira, as cininas possuem importantes ações 
moduladoras da transmissão dolorosa espinhal. Assim, inibem as ações hiperalgésicas das 
cininas em nível espinhal, são potencialmente importantes para o desenvolvimento de novos 
analgésicos.
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1. INTRODUÇÃO
A transmissão do estímulo doloroso envolve interações muito complexas de estruturas 
periféricas e cerebrais, desde o locai do estímulo até o córtex cerebral (FÜRST, 1999). A dor 
pode ser definida, segundo o Comitê de Taxonomia da Associação Internacional para o Estudo 
da Dor (I.A.S.P.), como uma sensação e experiência desagradável associada com um dano 
tecidual atual ou potencial (MERSKEY e BOGDUK, 1994; MILLAN, 1999). Existem diversos tipos 
de dor, denominadas "nociceptiva”, “neurogênica”, “neuropática” e “psicogênica", que estão 
associadas respectivamente, com uma estimulação excessiva dos nociceptores, com uma lesão 
ao tecido neuronal, com a disfunção de um nervo ou com fatores psicológicos (MILLAN, 1999). 
Além disso, algumas desordens ocorrem comumente em pacientes que experimentam a dor, 
como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada à um estímulo doloroso), alodínia (dor em 
resposta à um estímulo normalmente não-doloroso) e hiperestesia (sensibilidade anormal à um 
estímulo sensorial) (BÉSSON, 1999).
Em termos de duração, um episódio de dor pode ser transitório, agudo ou crônico. No 
tipo transitório, a ativação dos nociceptores é feita na ausência de qualquer dano tecidual. No 
tipo agudo, ocorre uma lesão e ativação do nociceptores no sítio lesionado. A dor crônica é 
causada geralmente por uma lesão ou doença, mas pode ser perpetuada por outros fatores que 
não os causadores da dor (LOESER e MELZACK, 1999). A dor aguda associada com uma lesão 
tecidual recente pode perdurar por menos do que um mês, mas às vezes, pode durar por até 6 
meses. Estudos pré-clinicos têm demonstrado que a expressão neuronal de novos genes (a 
base para sensibilização e remodelamento neuronal) pode ocorrer dentro de 20 minutos após 
uma lesão. A dor crônica pode induzir mudanças comportamentais e histológicas de longa 
duração dentro de um dia. Alguns trabalhos clínicos recentes sugerem que a dor aguda pode 
tornar-se crônica rapidamente (CARR e GOUDAS, 1999).
0  entendimento do processo doloroso tem progredido dramaticamente nos últimos anos, 
em grande parte devido a um aprimoramento na compreensão dos mecanismos envolvidos na 
fisiologia das fibras aferentes e no processo de neurotransmissão no corno dorsal da medula 
espinhal (para revisão ver; BESSON e CHAOUCH, 1987; GRUBB, 1998; FÜRST, 1999; MILLAN, 
1999). Este progresso foi possível pelo uso de múltiplos protocolos experimentais, incluindo 
estudos comportamentais, eletrofisiologia in vivo e in vitro, além de estudos anatômicos e 
principalmente através da biologia molecular (para revisão ver: GRUBB, 1998; MILLAN, 1999). 
Apesar destes avanços, os mecanismos exatos da dor ainda não são totalmente conhecidos e 
analgésicos efetivos e potentes, especialmente para o tratamento da dor crônica, ainda são 
necessários. Um dos mais importantes analgésicos empregados na prática clinica hoje continua 
sendo o alcalóide morfina, apesar dos seus conhecidos efeitos adversos (para revisão ver: 
CALIXTO et al., 2000).
Os sinais nociceptivos são gerados em fibras aferentes finas do tipo C e Aô , que 
respondem a uma variedade de estímulos fisiológicos intensos tais como calor, frio, compressão 
e substâncias potencialmente nocivas. Todos os tecidos, com exceção do neurópilo do sistema 
nervoso central, são inervados por estas fibras aferentes. Apesar disto, as propriedades destas 
fibras diferem, dependendo se elas são aferentes somáticas (que inervam a pele, as 
articulações, os músculos), ou aferentes viscerais (que inervam os tecidos cardiovasculares e 
respiratórios, o trato gastrointestinal, ou os sistemas renal e reprodutivo). Os neurônios que 
respondem preferencialmente a estímulos nocivos são chamados de nociceptores. Estes 
nociceptores conduzem as informações nociceptivas ao sistema nervoso central, e seus corpos 
celulares encontram-se dentro dos gânglios das raizes dorsais, adjacentes à medula espinhal 
(DRAY e PERKINS, 1997; GRUBB, 1998; RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999).
Os nociceptores primários fazem uma sinápse no corno dorsal da medula espinhal com 
neurônios de segunda ordem, predominantemente na lâmina II de Rexed (substância gelatinosa)
da medula espinhal. Os neurônios de segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender 
no trato espinotalâmico chegando até suas fibras terminais localizadas principalmente no tálamo. 
No tálamo, neurônios de terceira ordem emitem axônios através da cápsula interna ao córtex 
somatosensor, onde a somatização do estímulo nocivo ocorre, ou emitem axônios ao giro 
cingulado anterior, onde existe o componente emocional da dor (RUSSO e BROSÊ, 1998). A via 
da dor descrita acima representa uma rota clássica, mas existem outras vias possíveis, 
envolvendo estruturas nervosas diferentes (ler; BESSON, 1999; JABBUR e SAADÉ, 1999). Além 
disso, 0 trato espinotalâmico parece emitir axônios ao mesencéfalo e à ponte rostral, fazendo 
sinápses em complexos nucleares, incluindo o núcleo magno da rafe (NMR) e o núcleo reticular 
gigantocelular (NRG). Ambas as estruturas parecem estar envolvidas na regulação descendente 
dos neurônios de segunda ordem (RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; FÜRST, 1999; 
MILLAN, 1999). Todos os neurotransmissores envolvidos na inibição nociceptiva descendente 
(tais como opiódes endógenos, serotonina, noradrenalina) parecem inibir a excitação dos 
neurônios de segunda ordem na presença de estímulo nocivo (RUSSO e BROSE, 1998; 
FÜRST, 1999; MILLAN, 1999). .
A dor, além de uma sensação, é uma experiência. Isto é importante porque as 
sensações possuem vias neuroanatômicas importantes com receptores específicos que 
permitem a detecção e medida de um estímulo. Já as experiências incorporam componentes 
sensoriais com influências pessoais e ambientais importantes. 0  componente sensorial da dor é 
denominado nocicepção, que pode ser definida como a resposta fisiológica à uma lesão 
tecidual. A nocicepção é a progenitora da dor, que por sua vez causa o sofrimento. Além disso, a 
nocicepção não é uma sensação uniforme, e a qualidade da dor e o início das respostas 
protetoras são determinadas por muitos fatores dentro da medula espinhal e estruturas cerebrais 
superiores envolvidas na integração e modificação dos sinais nociceptivos (RUSSO e BROSÉ, 
1998).
A ação direta ou indireta de mediadores quimicos, tais como metabólitos do ácido 
araquidônico (prostaglandinas e leucotriênos), peptideos (cininas, taquicininas, peptideo 
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), galanina, colecistocinina, peptideo intestinal 
vasoativo (VIP)), serotonina, dopamina, acetilcolina, noradrenalina, citocinas, fator de 
crescimento neural, glutamato, óxido nitrico, ATR, ADR, adenosina, prótons, e outros, que 
podem ser produzidos ou liberados após lesão tecidual ou ainda por irritantes exógenos 
(formalina, capsaicina, ácido acético, alguns venenos, etc), são responsáveis pela multiplicidade 
de eventos que ocorrem durante a transmissão da dor, tanto no sistema nervoso periférico 
quanto no central (para revisão ver: DRAY, 1997; BESSON, 1999; FÜRST, 1999; MILLAN, 1999; 
CALIXTOetal.,2000).
Existem várias fontes importantes onde mediadores químicos são gerados: tecidos 
lesionados e adjacentes, sistema vascular, células imunes, nervos simpáticos e sensoriais, entre 
outras. Além disso, existem mecanismos complexos pelos quais um transmissor pode agir, via 
múltiplos receptores que são amplamente distribuídos através dos tecidos periféricos ou 
centrais. Alguns neurotransmissores atuam através da interação com receptores acoplados às 
proteinas-G, associados com a formação de segundos mensageiros, como AMPc, GMPc, 
proteínas quinase A, C e G, trifosfato de inositol (IP3), diacilgiicerol (DAG), e cálcio intracelular, 
etc. Outros neurotransmissores ativam diretamente canais iônicos, que por sua vez controlam a 
permeabilidade da membrana a íons (WOOD e DOCHÉRTY, 1997; MILLAN, 1999, CALIXTO et 
al., 2000).
A inflamação é uma causa comum e complexa de dor clínica resultante de uma lesão ou 
degeneração tecidual. Quando um dano tecidual significativo ocorre, a dor é freqüentemente 
mais persistente e está associada com inflamação e hiperalgesia na região lesionada. A 
ativação e sensibilização de nociceptores periféricos, por mediadores químicos, explica 
parcialmente este fenômeno. Além disso, existe uma importante contribuição de processos
centrais, levando a uma hipersensibilidade que permite que sinais oriundos de estímulos inócuos 
normais, como um leve toque (mediado por fibras aferentes Ap de grande calibre), possam ser 
percebidos pelo SNC como dolorosos (WOOLF et al„ 1992; WOOLF, 1994; DRAY e PERKINS, 
1997). Os mediadores produzidos na inflamação são responsáveis pelos eventos que ocorrem 
durante este processo, incluindo a hiperalgesia, alterações no fenótipo celular, e expressão de 
novas moléculas {neurotransmissores,-enzimas, canais iônicos e receptores) em todo sistema 
nervoso (LEVINE et al„ 1993; DRAY et al„ 1994; DRAY e PERKINS, 1997).
Entre os mediadores inflamatórios, a produção e ação das cininas é vista como critica 
para a iniciação da dor, produção de alodinia e hiperalgesia (LEVINE et al., 1993; DRAY e 
PERKINS, 1997). As vias bioquímicas envolvidas na síntese é degradação das cininas 
compreendem mecanismos bem estabelecidos (REGOLI e BARABÉ, 1980; BHOOLA et 
al.,1992). As cininas são formadas em resposta a estímulos fisiológicos, ou durante o processo 
inflamatório, a partir de precursores chamados cininogênios, que podem ser a-globulinas de alto 
(120 KDa) ou de baixo peso molecular (66 KDa), através da ação de enzimas denominadas de 
cininogenases. 0  grupo mais importante de cininogenases é representado pelas calicreínas, um 
grupo de proteases que podem ser encontradas no sangue (calicreína plasmática), ou na 
maioria-das glândulas exócrinas (calicreína tecidual) (BEAUBIEN et al., 1991; MURRAY et al.,
1990). A calicreína plasmática é sintetizada no fígado e circula na corrente sangüínea na forma 
inativa denominada de pré-calicreína (fator de Fletcher). A pré-calicreína é rapidamente 
convertida em calicreína, um processo dependente da ativação do fator XII da coagulação 
sangüínea (Fator de Hagemann) (BATHON e PROUD 1991; BHOOLA et al., 1992). A ação da 
calicreína plasmática sobre o cininogênio de alto peso molecular, resulta na formação do 
nonapeptídeo bradicinina (BK). Por outro lado, a calicreína tecidual atuando sobre os 
cininogênios de baixo peso molecular, origina o decapeptídeo, calidína (lisil-BK). A calidina pode
ser convertida em BK através da clivagem da porção N-terminal por aminopeptidases 
plasmáticas (GUIMARÃES etal., 1973).
Logo depois de formadas, as cininas circulantes se difundem através da parede dos 
capilares ou vasos linfáticos dos tecidos, e são rapidamente inativadas por várias peptidases, 
dentre elas as do grupo da cininase I e da cininase II. 0  grupo das cininases I é representado 
pelas enzimas carboxipeptidase N (plasma) e carboxipeptidase M (membrana) que removem o 
aminoácido arginina da porção C-terminal das moléculas da BK e da calidina, formando os 
metabólitos ativos des-Arg^-BK e a des-Arg^o-calidina, respectivamente (ERDÕS, 1990; 
MARCEAU, 1995). Por outro lado, as cininases II são representadas pela enzima conversora de 
angiotensina e pela endopeptidase neutra 24.11. A enzima conversora da angiotensina (EGA) é 
responsável por clivar o dipeptideo da porção C-terminal da BK, transformando-a em um 
metabólito inativo (BHOOLA et al., 1992). Em alguns casos, a EGA é capaz de clivar o 
tripeptideo da extremidade G-terminal da des-Arg^-BK, embora este fenômeno não ocorra com 
freqüência devido à baixa afinidade que a EGA apresenta por metabólitos des-Arg^ (INOKUCHI 
e NAGAMATSU, 1981; OSHIMA et al., 1985). Finalmente, a endopeptidase neutra 24.11 ou 
encefalinase, é uma metalopeptidase, capaz de clivar o dipeptideo G-terminal da molécula da 
BK, de maneira semelhante a EGA (GAFFORD et al., 1983).
Depois de formadas, as cininas, exercem uma série de efeitos biológicos que envolvem, 
principalmente, a regulação do tônus de vários tipos de musculatura lisa, a regulação da pressão 
arterial, o transporte de glicose e de eletrólitos, além de estimularem a reabsorção óssea e a 
proliferação celular (BHOOLA et al., 1992). Além dessas ações, as cininas participam de vários 
eventos pró-inflamatórios que incluem dilatação venular, aumento da permeabilidade vascular, 
além da estimulação de fibras aferentes sensoriais do tipo A5 e G (MARGEAU et al., 1983; 
SZOLGSANYI, 1987; HARGREAVES etal., 1988; PROUD e KAPLAN, 1988; DRAY e PÉRKINS,
1997). Estas ações indicam que as cininas podem participar de vários estados fisiopatológicos.
tais como reações alérgicas, rinite viral, asma, pancreatite, peritonite ou artrite reumatóide. Além 
disso, as cininas podem estar envolvidas na regulação da pressão arterial em certos tipos de 
hipertensão ou ainda durante o desenvolvimento do choque séptico (REGOLI e BARABÉ,1980; 
GAVRAS etal., 1987; BATHON e PROUD, 1991; HALL, 1992).
A maioria das ações biológicas das cininas é mediada pela interação com receptores de 
membrana. A existência de dois subtipos de receptores para cininas, denominados Bi e B2, foi 
proposta inicialmente por Regoli e Barabé (1980) com base na determinação da ordem de 
potência dos agonistas em diversos tecidos isolados. Posteriormente, esta classificação foi 
confirmada através do emprego de agonistas e antagonistas seletivos, obtidos por modificações 
ou substituições dos amino ácidos que compõem a estrutura das moléculas da BK e da des- 
Arg9-BK (VAVREK e STÉWART., 1985; REGOLI et al., 1990; REGOLI et al„ 1994; ler para 
revisão: HALL e MORTON, 1997). Recentemente, a existência dos receptores Bi e B2 também 
foi confirmada através da clonagem e expressão desses receptores, bem como pelo emprego 
de estudos de binding (MCEACHERN et al., 1991; EGGERIKX et al.,1992; HESS et al., 1992; 
1994; MENKE et al., 1994; PESQUERO et al., 1996). Estes estudos têm demonstrado também 
que existem variações entre espécies, em relação a afinidade de agonistas e antagonistas 
seletivos dos receptores (HALL e MORTON, 1997).
0  gene que codifica os receptores Bi foi clonado em humanos (MENKE et al., 1994), 
coelhos (MACNEIL et al., 1995), camundongos (PESQUERO et al., 1996) e ratos (NI et al.,
1998). 0  receptor Bi humano possui uma seqüência de 353 aminoácidos e apresenta apenas 
36% de homologia com 0 receptor do tipo B2, 0 que sugere que ambos os receptores podem ser 
componentes de sistemas regulatórios diferentes (MENKE et al., 1994). Os genes que codificam 
os receptores B2 foram inicialmente clonados a partir de tecidos e células de ratos 
(MCEACHERN et al.,1991) e posteriormente de humanos (HESS et al., 1992), camundongos 
(MA et al., 1994a), coelhos (BACHVAROV et al., 1995) e cobaias (FARMER et al., 1998). 0  gene
do receptor B2 humano foi mapeado no cromossomo 14q32 (POWELL et al., 1993; MA et al., 
1994b; KAMMERER et al., 1995), sendo que foram identificados alguns polimorfismos para 0 
mesmo (BRAUN et al., 1995).
Os estudos de biologia molecular mostraram ainda que os receptores Bi e 82 para as 
cininas são membros da superfamilia de receptores acoplados a proteína G que apresentam 7 
-dominiostransmembranais. As ações mediadas por-estes receptores podem envolver.múltiplas 
vias de transdução de sinal, através de segundos mensageiros. Os receptores Bi e B2 para as 
cininas são preferencialmente acoplados a uma proteína do tipo Gq (GUTOWSKI et al., 1991) e 
na maioria das vezes suas ativações estão relacionadas com estimulação da fosfolipase C, e 
conseqüente formação de IP3 e DAG. 0  aumento dos níveis de IP3 resulta em aumento dos 
níveis de cálcio intracelular (LEE et al., 1993), enquanto que a formação de DAG promove 
ativação de isoformas específicas de proteína quinase C (TIPPMER et al., 1994). Os eventos 
celulares estimulados pelos receptores de cininas podem ainda envolver a mobilização de 
cálcio, ativação de canais de potássio sensíveis ao cálcio, transporte de ions cloreto, a ativação 
de adenilato ciclase, formação de óxido nítrico (NO), ou aumento expressivo dos níveis de 
prostanóides em resposta a ativação da fosfolipase A2 (BURCH e AXELROD, 1987; BHOOLA et 
al., 1992; HALL et al., 1992). Em alguns tecidos, os receptores B2 podem ainda estar acoplados 
à uma proteína Gi (LIEBMANN et al., 1990; MIYAMOTO et al., 1997).
Os receptores do tipo Bi são ativados pelos fragmentos des-Arg®-BK e des-Arg^°- 
calidina, produzidos a partir da BK e da calidina por ação das carboxipeptidases N e M, 
enquanto que os receptores B2 são praticamente insensíveis aos metabólitos que não possuem 
0 resíduo arginina na porção C-terminal (REGOLI e BARABÉ, 1980). Os estudos dos receptores 
Bi têm sido de grande interesse, uma vez que estes receptores apresentam a particularidade de 
serem induzidos em certas ocasiões, como por exemplo após um trauma tecidual ou durante 
processos inflamatórios crônicos (para revisão ver: MARCEAU, 1995; 1997). A indução dos
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receptores Bi pode ser facilmente observada em várias preparações in vitro obtidas de coelhos, 
ratos, suínos (MARCEAU, 1995), e também em tiras de cólon humano (COUTURE et al., 1981).
A importância fisiopatológica do fenômeno de indução dos receptores Bi tem sido 
estudada em vários modelos in vitro e in vivo. No modelo de edema de pata em ratos, o 
receptor Bi pode ser induzido pela desensibilização completa ao edema causado por injeções 
repetidas de bradicinina (CAMPOS e CALIXTO, 1995), pelo tratamento com lipopolisacarideo de 
E. coii (CAMPOS et al., 1996), pelo tratamento crônico com BCG (CAMPOS et al., 1997), ou pela 
injeção intradérmica de citocinas prò-inflamatórias (interleucina-lp ou fator de necrose tumoral- 
a) (CAMPOS et al., 1998). A indução do receptor Bi causada pela interleucina-ip ou fator de 
necrose tumoral-a envolve a ativação das vias da proteína quinase C, tirosina quinase, MAP- 
quinase e a ativação do fator de transcrição nuclear k-B (CAMPOS et al., 1999). Evidências a 
respeito da indução dos receptores Bi in vivo também têm sido demonstradas em modelos de 
hiperalgesía inflamatória em ratos, após a irradiação com raios ultravioleta, depois da injeção 
intra-articular de adjuvante de Freund ou após a injeção intra-articular de algumas citocinas, 
incluindo IL-1, IL-2 e IL-8 (PERKINS et al., 1993; PERKINS e KELLY, 1993; DAVIS et al., 1994; 
KHASAR etaL, 1995; PERKINS et al., 1995).
Embora a maioria das respostas mediadas pelos receptores Bi pareçam envolver a 
ativação de receptores induzidos, existem várias evidências acerca da ocorrência de receptores 
Bi constitutivos. Dados da literatura mostram que a des-Arg®-BK é capaz de produzir alterações 
cardíovasculares em gatos e cães em condições normais (LORTIE et al., 1982; DEWITT et al.. 
1994; NAKHOSTINE et al., 1993) ou produzir aumento da permeabilidade vascular e influxo 
celular após injeção íntratoráxica em camundongos (VIANNA e CALIXTO, 1998). Outros 
exemplos de preparações obtidas de ratos, que apresentam receptores Bi constitutivos são o 
fundo do estômago e a veia porta isolados de rato (CABRINI et al.,1996; CAMPOS e CALIXTO, 
1994). Desta forma, em algumas espécies como suínos e coelhos, a população basal de
receptores Bi é normalmente é nula, sendo que o aparecimento dos receptores Bi está 
relacionado a estados patológicos. Por outro lado, em alguns casos, como é observado em 
cães, gatos, ratos e camundongos, os receptores do tipo Bi parecem co-existir com os 
receptores 82, de forma constitutiva em condições fisiológicas (ver para revisão: MARCEAU, 
1997).
Ao contrário dos receptores do tipo Bi, os receptores B2 parecem mediar a maior parte 
das ações fisiológicas das cininas, tendo sido identificados nos tratos gastrointestinal, 
cardiovascular, respiratório, genitourinário, bem como no sistema nervoso central e periférico 
(para revisão ler: HALL e MORTON, 1997). As respostas inflamatórias e nociceptivas induzidas 
pela BK são mediadas por receptores B2 presentes em neurônios, células epiteliais, endoteliais, 
fibroblastos e possivelmente em macrófagos e neutrófilos. As propriedades vasoativas da BK 
são mediadas por receptores B2 localizados nas células endoteliais, devido á liberação de 
substâncias vasodilatadoras, tais como óxido nitrico e prostaglandinas (HESS, 1997). Além 
disso, através do uso de antagonistas seletivos, tem sido demonstrado que a ativação dos 
receptores B2 pode estar envolvida em várias respostas, incluindo a broncoconstrição, 
hipotensão, processos inflamatórios agudos, dor e hiperalgesia (STERANKA e BURCH, 1991; 
CORRÊA e CALIXTO, 1993; HALL e MORTON, 1997).
Na periferia, uma importante ação da bradicinina é estimular os terminais nervosos 
nociceptivos e causar dor. Além da ativação direta de fibras sensoriais (na pele, articulação, 
músculo), a bradicinina sensibiliza estas fibras para outras respostas, incluindo estimulos 
mecânicos (RANG et al., 1991,1994). Existe um forte sinergismo entre as ações da bradicinina 
e os efeitos de outras substâncias algogênicas, como as prostaglandinas e a serotonina. A 
bradicinina também induz um grande número de eventos indiretos, incluindo a liberação de 
prostaglandinas, a degranulação de mastócitos e conseqüente liberação de histamina e outros 
agentes inflamatórios, ativação de células imunes e excitação de fibras sensoriais e simpáticas
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pós-ganglionares (TAIWO e LEVINE, 1988; WALKER et al., 1995). A estimulação de fibras 
sensoriais e simpáticas pela bradicinina leva à liberação de neuropeptideos, prostanóides, além 
de transmissores simpáticos que sensibilizam nociceptores e influenciam a nocicepção de várias 
maneiras (WALKER et al., 1995). A liberação de taquicininas e CGRP das terminações 
periféricas de neurônios aferentes primários causa uma série de efeitos pró-inflamatórios, 
denominados coletivamente de inflamação neurogênica (HALL e GÈPPETTl, 1995).
. A ativação direta dos nociceptores pela bradicinina é mediada pelo receptor Ba, que 
ativa a fosfolipase C e estimula a proteína quinase C a aumentar a condutância da membrana 
aos íons sódio, despolarizando as fibras sensoriais (BURGESS et al., 1989a; DRAY et al., 1992). 
Além disso, a inibição AMPc-dependente dos mecanismos de condutância ao potássio facilita a 
excitabilidade da membrana (WEINREICH e WONDERLIN, 1987). A despolarização dos 
neurônios sensoriais induz influxo de cálcio e uma conseqüente liberação de 
neurotransmissores, incluindo neuropeptideos que podem então ativar um grande número de 
reflexos locais (WALKER et al., 1995). 0  influxo de cálcio também estimula a geração de GMPc 
através da produção de NO (BURGESS et al., 1989b; MCGEHEE et al., 1992; BRADLEY e 
BURGESS, 1993). Finalmente, a bradicinina também ativa a fosfolipase h . que gera ácido 
araquidônico (RANG et al., 1991). A partir deste, vários eicosanóides podem ser formados pela 
atividade da ciclooxigenase e da lipooxigenase (WALKER et al., 1995).
Os receptores Bi são importantes na hiperalgesia principalmente durante a inflamação, 
mas, diferentemente da bradicinina, alguns estudos demonstram que a des-Arg^-bradicinina não 
ativa neurônios sensoriais diretamente (DRAY et al, 1992; NAGY et al., 1993). 0  processo 
hiperalgésico mediado pelo receptor Bi é inibido pela indometacina, indicando ser mediado 
indiretamente por prostaglandinas (DAVIS e PERKINS, 1994). A hiperalgesia causada pela 
ativação do receptor Bi pode ser mediada também pelo fator de necrose tumoral-a ou 
interleucina-ip liberados de leucócitos, como os macrófagos (TIFFANY e BURCH, 1989).
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De fato, os receptores das cininas parecem ser importantes na nocicepção. Por uma 
abordagem farmacológica, os antagonistas seletivos dos receptores Bi e B2São antinociceptivos 
em diversos modelos experimentais de nocicepção (STERANKA et al., 1987; CORRÊA e 
CALIXTO. 1993; CORRÊA et al„ 1996; DE CAMPOS et aí., 1996, 1999; SUFKA e ROACH, 
1996). Além disso, estudos de biologia molecular permitiram a criação de animais nocaute para 
os receptores das cininas. A deleção do gene do receptor B2 em camundongos elimina as ações 
da bradicinina em tecido muscular liso e neuronal (BORKOWSKI et ai., 1995), além de tornar 
este animal hipoalgésico quando avaliado no modelo de hiperalgesia Inflamatória induzida pela 
carragenina (BOYCE et al., 1996). Recentemente, foi descrito um camundongo nocaute para 0 
receptor Bi (PESQUERO et al., 1997). Este animal apresentou alterações nas respostas 
inflamatórias e nociceptivas (PESQUERO et al., resultados não publicados). A deleção do gene 
do receptor Bi causou hipoalgesia nos animais, quando analisados em modelos de nocicepção 
aguda induzida por estímulos térmicos e químicos. Apesar da ausência de estudos em modelos 
de dor crônica, a deleção gênica dos receptores das cininas abre perspectivas de estudos que 
poderão elucidar a participação dos receptores Bi e B2 no processo nociceptivo de uma maneira 
mais clara.
Além das ações periféricas, 0 sistema nervoso central contém todos os componentes do 
sistema das cininas, onde estas substâncias estão envolvidas com diversos efeitos 
fisiopatológicos (RAIDOO e BHOOLA, 1997, 1998; WALKER et al., 1995). A presença da 
calicreína tecidual tem sido demonstrada no cérebro por diversas técnicas (POWERS e 
NASJLETTI, 1983; SCICLI et al., 1984; CHAO et al., 1987) ocorrendo em várias regiões, sendo 
encontrada em altas concentrações no hipotálamo e glândulas pituitária e pineal (KITAGAWA et 
al., 1991; SCICLI et al., 1984).
As cininas foram encontradas no líquor de humanos na concentração de 53 pg/ml 
(SCICLI et al., 1984) e a bradicinina foi encontrada em valores de 600 pg/g em tecido cerebral
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total de ratos (PÉRRY e SNYDER, 1984). Uma ampla imunoreatividade à bradicinina foi 
identificada em várias regiões do SNC, incluindo hipotálamo, medula oblonga, cerebelo, corpo 
estriado, córtex e medula espinhal de diversas espécies de animais (CORREA et al., 1979; 
PERRYe SNYDER, 1984; KARIYAetal., 1985).
Uma variedade de cininases foram identificadas no tecido cerebral, incluindo a 
aminopeptidase (CAMARGO et aí., 1972), a encefalinase (CAMARGO et aí., 1972; SCHWARTZ 
et al., 1981) e as cininases I e II (CAMARGO et al., 1973). A bradicinina e seus metabólitos 
podem ser degradados em membranas sinàpticas cerebrais, sugerindo uma localização 
especifica para as cininases (ORAWSKI e SIMMONS, 1989).
Os receptores para a bradicinina foram identificados em culturas de tecido cerebral de 
ratos e camundongos (SNIDER e RICHELSON, 1984; LEWIS et al., 1985), e em várias regiões 
do cérebro e da medula espinhal de mamíferos (FUJIWARA et al., 1989; MURONE et AL., 1996, 
1997; SHARIF e WHITING, 1991; STERANKA et al., 1988). Uma alta densidade de sítios de 
ligação específicos para bradicinina foi encontrada na ponte, medula oblonga e medula espinhal. 
Uma densidade moderada foi encontrada no córtex cerebral e no hipocampo, com uma baixa 
densidade em outras várias regiões cerebrais (FUJIWARA et al., 1989). Os receptores B2 foram 
localizados em vasos sangüíneos cerebrais, mas na medula espinhal estes receptbres foram 
identificados nas lâminas superficiais (inclusive substância gelatinosa) do corno dorsal, 
especialmente nos terminais das fibras aferentes primárias (FUJIWARA et al., 1988; 1989; 
STERANKA et al., 1988; PRIVITERA et al., 1992). Além disso, através de anticorpos policíonais, 
os receptores Bi foram identificados no tálamo, hipotálamo e substância gelatinosa da medula 
espinhal de humanos (BHOOLA, 1996; RAIDOO e BHOOLA, 1997,1998). 0  RNAm do receptor 
Bi foi encontrado em culturas de neurônios da raiz do gânglio dorsal e do gânglio cervical 
superior de camundongos, mas os agonistas do receptor Bi promoveram despolarízação 
neuronal somente apôs a exposição das células à IL-1 p e captopril, um fenômeno inibido pela
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indometacina (SÊABROOK et al., 1997). Ao contrário destes resultados, não foi observada a 
presença de receptores Bi em cultura de neurônios da raiz do gânglio dorsal ou resposta à 
agonistas Bi em neurônios sensoriais de ratos (DAVIS et al., 1996).
Além das células neuronais, outros tipos celulares podem participar dos processos 
fisiopatológicos do SNC. As células imunes são recrutadas e ativadas e as células da glia 
(principalmente a micróglia) parecem ter um importante papel imuno-efetor no SNC, inclusive 
nas reações inflamatórias e nociceptivas (MELLER et al., 1994a; PERRY et al., 1993; WALKER 
et al., 1995; WATKINS et al., 1997). Os receptores 82 são encontrados na micròglia do SNC 
(HOSLI et al., 1992; HOSLI e HOSLI, 1993a,b; STEPHENS et al., 1993; CHOLEWINSKI et al.,
1991). Os astrócitos e os oligo
dendrócitos são ativados pela bradicinina, que induz a produção de fosfoinositideos que, por sua 
vez, aumentam a concentração de cálcio intracelular (RITCHIE et al., 1987; STEPHENS et al., 
1993; GIMPL et al., 1992; HOSLI et al., 1992; LIN e CHUANG, 1992) e estimula a liberação de 
ácido araquidônico e glutamato (BURCH e KNISS, 1988; BURCH e TIFFANY, 1989; PARPURA 
et al., 1994). A bradicinina também é capaz de induzir a liberação de amino ácidos excitatórios 
de maneira cálcio-dependente em células de Schwann obtidas da raiz do corno dorsal 
(PARPURA et al., 1995). A des-Arg^-bradicinina também é capaz de induzir correntes iônicas e 
aumentar 0 cálcio intracelular em astrócitos (GIMPL et al., 1992).
Vários efeitos comportamentais são observados após a injeção intracerebral de 
bradicinina, tais como excitação e vocalização seguida de depressão, sedação e catatonia 
(GRAEFF et al., 1969; CLARK, 1979; WALKER et al., 1995). Além disso, as cininas e seus 
receptores estão envolvidas na regulação da secreção de hormônios da pituitária, no controle 
central da pressão arterial e freqüência cardiaca, na febre e na enxaqueca (MADEDDU et al., 
1990; PRIVITERA, 1992; WALKER et al., 1995, COELHO et al., 1997; MACFARLANE et al., 
1991; FRANCEL, 1992). A administração intratecal de agonistas de receptores 82 causa
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aumento do extravasamento plasmático cutâneo e aumento da pressão arterial (JACQUES e 
COUTURE, 1990; LOPES e COUTURE, 1992).
Existem evidências que demonstram a partcipação das cininas nos mecanismos 
centrais de nocicepção. As cininas podem causar efeito antinociceptivo, principalmente quando 
injetadas no locus coeruleus (COUTO et al., 1998; PELÂ et al., 1996), ou causar efeito 
hiperalgésico, quando injetadas na região dorsal da matéria cinzenta periaquedutal (BURDIN et 
al., 1992). Estes efeitos das cininas parecem ser mediados principalmente por receptores B2 
(PELÁetal.,1996).
Além disso, estudos eletrofisiológicos demonstraram 0 envolvimento dos receptores B2 
na resposta dos neurônios nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal causada por 
estimulação nociceptiva periférica, pois a injeção intratecal do antagonista do receptor 82 reduz 
a resposta da segunda fase da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina 
(CHAPMAN e DICKENSON, 1992). Sítios de ligação para a bradicinina foram localizados 
especificamente no gânglio da raiz dorsal e núcleo trigeminal, e nos terminais dos neurônios 
aferentes primários de pequeno diâmetro na substância gelatinosa da medula espinhal 
(FUJIWARA et al., 1989; STERANKA et al. 1988). 0  transporte axonal direcionado centralmente 
pode ser responsável pelos receptores para bradicinina visualizados na medula espinhal 
(STERANKA et al„ 1988).
A ativação dos terminais centrais das fibras aferentes primárias pela bradicinina é 
mediada por receptores 82 (DUNN e RANG, 1990). A bradicinina em altas concentrações 
provoca pequeno aumento na liberação basal de CGRP de terminais sensoriais da medula 
espinhal, um efeito que é potencializado pelo ácido láctico (WANG e FISCUS, 1997). Êm 
concentrações menores, a bradicinina potencializa a liberação de CGRP causada pela 
estimulação nociceptiva de fibras aferentes primárias, um efeito revertido pelo antagonismo do
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receptor B2 ou pela indometacina, indicando um envolvimento secundário de prostaglandinas 
nestas ações (ANDREEVA e RANG, 1993).
Concordando com estas observações, a injeção intratecal em nível toràxico de 
bradicinina e calidina produziu resposta nociceptiva transitória, seguida por uma aparente ação 
antinociceptiva causada por uma interação pré-sináptica em terminais de fibras noradrenérgicas 
bulboespinhais (LANEUVILLE et al,; 1987; 1989). Presumivelmente, a última ação é resultado de 
uma inativação neuronal causada pela intensa despolarização inicial dos terminais aferentes 
primários induzida peia bradicinina (WALKER et al., 1995).
A ação das cininas no controle do processo nociceptivo espinhal é de extremo interesse, 
pois a medula espinhal é um dos principais sítios de ação de drogas analgésicas, principalmente 
as utilizadas em dores crônicas, tais como a morfina, a gabapentina e 0 ziconotide (YAKSH et 
al., 1999). Sendo assim, fica claro que 0 processamento espinhal de informações nociceptivas é 
importante em estados dolorosos e a compreensão deste processamento pode levar à 
descoberta de novas drogas úteis na clinica. Sendo assim, 0 estudo dos efeitos farmacológicos 
de drogas em nível espinhal, definida em modelos animais, podem ser extraordinariamente 
preditivos da atividade analgésica em estados de dor em humanos (YAKSH et AL., 1999).
Da perspectiva da medula espinhal, a lesão tecidual periférica é refletida como um 
aumento da estimulação aferente oriunda de nociceptores sensibilizados ou anteriormente 
inativos, estes últimos também chamados de nociceptores silenciosos. Em alguns estados de 
dor crônica, tipicamente aquelas associadas a lesões nervosas, 0 circuito do corno dorsal da 
medula pode ser remodelado, 0 que contribui para os estados de alodinia que caracterizam a 
maioria das neuropatias (WOOLF, 1994; URBAN e GEBHART, 1999). Por conseqüência da 
estimulação aferente aumentada, neurotransmissores peptidicos (substância P e CGRP) e 
aminoácidos excitatòrios (principalmente glutamato) são liberados em grande quantidade e por 
períodos mais longos do que aqueles associados com um evento nociceptivo agudo na periferia.
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A substância P e o glutarhato têm sido estudados mais extensivamente, mas outras substâncias 
neuroativas (tais como, galanina, somatostatina, fator de crescimento neural) também são 
implicadas no processamento espinhal alterado. Algumas ações destas substâncias reforçam 
sua importância em processos dolorosos (URBAN e GEBHART, 1999). Por exemplo, a 
administração intratecal de agonistas glutamatérgicos e taquicinérgicos produzem 
•comportamentos relacionados à dor e hiperalgesia em animais (AANONSEN e WILCOX, 1987; 
MELLER e GEBHART, 1994; MOOCHHALA e SAWYNOK, 1984; PIERCEY et ai., 1981; URBAN 
e GEBHART, 1999; URCA e RAIGORODSKY, 1988). Além disso, antagonistas dos receptores 
destas substâncias bloqueiam estes efeitos e aqueles causados por lesão de tecido periférico 
(URBAN e GEBHART, 1999). A substância P e o glutamato são sintetizados pelos mesmos 
corpos celulares de nociceptores e presumivelmente são liberados simultaneamente na medula 
espinhal quando o nociceptor é despolarizado (URBAN e GEBHART, 1999).
0  glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central. Seus 
neurônios e sinapses são distribuídos amplamente pelo sistema nervoso central, concentrados 
principalmente no hipocampo, no córtex cerebral e na substância gelatinosa da medula espinhal. 
Nesses estruturas, o glutamato está envolvido em processos fisiológicos, como a memória e o 
aprendizado, e em processos patológicos, como a excitotoxicidade neuronal. 0  glutamato, 
sintetizado pela deaminação da glutamina ou pelo ciclo de Krebs, é liberado de maneira cálcio 
dependente na fenda sinâptica em resposta à despolarização do terminal nervoso pré-sináptico. 
As ações sinápticas do glutamato são podem ser determinadas por um sistema de recaptação 
de alta afinidade, encontrado em células neuronais e não-neuronais (HUDSPITH, 1997; 
THOMAS, 1995).
Uma vez liberado, o glutamato pode ativar seus receptores de membranas, que são de 
dois tipos: ionotrópicos e metabotrópicos. Os receptores ionotrópicos são canais iônicos 
dependentes de ligante que alteram a permeabilidade da membrana a íons sódio e cálcio dentro
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de poucos milisegundos após a ligação do agonista. Estes receptores podem ser classificados 
farmacologicamente, de acordo com a interação de ligantes específicos, em três subtipos: 
receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato), cainato e NMDA (N-metíl- 
D-aspartato). Os receptores metabotrópicos formam uma família de pelo menos 8 receptores 
acoplados à proteína G, que modulam segundos mensageiros intracelulares, como os 
fosfoinositídeos e os- nucleotídeos cíclicos. Diferente das respostas rápidas mediadas pelos 
receptores ionotrópicos, os receptores metabotrópicos produzem mudanças na excitabilidade 
neuronal em escala de tempo de centenas de milisegundos a segundos (HUDSPITH, 1997). Os 
receptores glutamatérgicos não são encontrados somente no sistema nervoso central, mas 
também no sistema nervoso periférico (CARLTON et al., 1995).
Todos os receptores glutamatérgicos parecem estar envolvidos na transmissão da 
nocicepção, tanto central como perifericamente (BOXALL et al., 1998; LUTFY et al., 1997; ZAHN 
et al., 1998; ZHOU et al., 1996; PROCTER et al., 1998). Uma lesão tecidual periférica produz 
impulsos contínuos na medula espinhal, via ativação de fibras AÔ e C, que resulta em aumento 
progressivo da resposta de neurônios espinhais a estímulos subsequentes. Esta plasticidade 
neuronal está envolvida com fenômenos de hipersensibilidade sensorial e síndromes de dor 
crônica, e é chamada sensibilização central. Após a estimulação nociceptiva periférica, o 
glutamato é liberado de terminações de fibras aferentes primárias, principalmente nas lâminas 
superficiais da do corno dorsal da medula espinhal. 0  glutamato ativa inicialmente receptores 
do tipo AMPA e cainato, causando influxo neuronal principalmente de sódio. Se o estímulo for de 
amplitude e duração suficiente para remover o ion magnésio que bloqueia o receptor NMDA, 
ocorre a ativação deste, o que causa um influxo de cálcio e conseqüente estimulação de vários 
sítios intracelulares, incluindo fosfolipases que produzem DAG, IP3 e eicosanóides, ativação de 
proteínas quinase e de isoformas constitutivas da NO sintase. A ativação dos receptores NMDA
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e metabotrópicos está envolvida no fenômeno de sensibilização central e conseqüente produção 
de hiperalgesia (HUDSPITH, 1997; LUTFY et al., 1997; MELLER e GEBHART, 1994).
Apesar do grande núníiero de trabalhos desenvolvidos, principalníiente no campo dos 
amino ácidos excitatórios, e da importância do controle da nocicepção em nível espinhal, a 
participação das cininas neste processo ainda é objeto de investigação. Apesar de alguns 
estudos terem sido feitos na área, diversos aspectos importantes ainda devem ser investigados, 
incluindo em última instância, a análise da viabilidade do uso, em episódios de dor em humanos, 
de drogas que modulam as ações das cininas.
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2. OBJETIVOS
Os objetivos do presente estudo foram:
1) Verificar o efeito causado pela injeção intratecal de glutamato e das cininas em camundongos 
sobre a latência de resposta dos animais ao estímulo térmico produzido pela placa quente;
2) Investigar, através de técnicas farmacológicas usando drogas seletivas, os mecanismos que 
podem estar relacionados com um possível efeito do glutamato e das cininas sobre o estímulo 
térmico em camundongos.
3. MATERIAL E MÉTODOS
3.1. Animais
Foram utilizados camundongos suíços machos (25-35 g) criados pelo Biotério Central da 
UFSC e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB-UFSC, em 
temperatura controlada de 22 ± 2 “C, em ciclo claro / escuro de 12 horas e com livre acesso à 
água e raçâo ad libitum. Os animais foram mantidos no laboratório para adaptação por um 
período de pelo menos uma hora antes do início dos experimentos. Os experimentos foram 
realizados entre 8 e 18 horas, e os animais submetidos a um protocolo experimental nâo foram 
reutilizados em outro protocolo. Os experimentos foram conduzidos de acordo com orientações 
para os cuidados com animais de laboratório e considerações éticas para investigação de dor 
experimental em animais conscientes (ZIMMÊRMANN, 1983).
3.2. Administração das drogas por via intratecal
A administração das drogas pela via intratecal (i.t.) foi realizada como descrito 
anteriormente (HYLDEN e WILCOX, 1980). Os camundongos foram anestesiados levemente 
com éter etilico e um volume de 5 |al de salina tamponada com fosfato (PBS), ou com as drogas 
foi injetado no espaço subaracnóide da medula espinhal (entre as vértebras L5 e L6), com o 
auxílio de uma microsseringa conectada a um tubo de polietileno. Quando a agulha atinge o 
espaço subaracnóide da medula espinhal dos animais, estes respondem com uma retirada da 
cauda que confirma o sucesso da administração intratecal.
3.3. l-iiperalgesia térmica induzida por diversos mediadores em camundongos
Um aparelho de placa quente foi usado para medir a latência de resposta dos animais 
ao estimulo térmico, de acordo com método descrito anteriormente (AANONSEN e WILCOX,
1987; BEIRITH et a i, 1998). Nesse experimento a placa quente (Ugo Basile, modelo DS 37) foi 
mantida a 50 ± 1 ®C. Os animais foram colocados sobre a placa aquecida, circundada por um 
cilindro de acrílico de 24 cm de diâmetro, e o tempo dispendido entre a exposição à placa e a 
reação de lamber ou agitar as patas dianteiras ou traseiras, ou saltar foi registrado como latência 
ao estimulo térmico. Um tempo máximo de exposição de 30 segundos foi utilizado para evitar 
qualquer dano tecidual ao animal. Cada camundongo foi testado antes da administração das 
drogas para a determinação da latência basal de resposta.
A hiperalgesia térmica foi induzida pela injeção intratecal de glutamato (10-100 
nmol/sitio), bradicinina (1-30 nmol/sitio), Tyr®-bradicinina (1-30 nmol/sitio), des-Arg^-bradicinina 
(3-50 nmol/sitio) ou des-Argi°-calidina (3-50 nmol/sitio). Após a administração das substâncias 
hiperalgésicas, a latência na placa quente foi medida em intervalos de tempo convenientes, até 
que a resposta hiperalgésia não fosse mais observada. Para evitar a degradação da bradicinina, 
0 inibidor da cininase II, o captopril (5 mg/kg, s.c.), foi administado 1 horá antes da administração 
deste peptídeo (CORREA e CALIXTO, 1993).
0  efeito hiperalgésico máximo possível, em porcentagem, (%EMP) induzido pelos 
mediadores foi estimado para cada animal, usando no minimo 6 camundongos por dose, e foi 
calculada pela seguinte equação:
%ÉMP= (pós-droga - pré-droga) xlOO
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(30 - pré-droga)
Onde:
pós-droga = é a latência de reação dos animais após a administração das drogas 
pré-droga = é a latência basal de reação dos animais (antes da administração)
30 = é 0 tempo máximo de exposição dos animais ao estimulo térmico, correspondente à 100% 
de analgesia, e inversamente proporcional à hiperalgesia.
3.4. Análise dos receptores envolvidos na resposta hiperalgésica para as cininas
Para avaliar se o possível efeito hiperalgésico das cininas foi estritamente relacionado 
com a ativação dos seus receptores, foram utilizados antagonistas seletivos para o receptor B2 
(HOÈ 140, 1-10 pmol/sitio, i.t. e 1-10 nmol/kg, s.c.; NPC 18884, 1-30 nmol/sitio, i.t.) e para 0 
receptor Bi (des-Arg®-Leu®-bradicinina, 25 nmol/sitio, i.t). Além disso, foram utilizados 
antagonistas de outros receptores que poderiam estar envolvidos na resposta às cininas. Foi 
verificada a participação dos sistemas glutamatérgico ‘(MK-801, antagonista do receptor NMDA, 
1-10 nmol/sitio, i.t), taquicinérgico (FK 888, 3-30 pmol/sitio, i.t; SR 48968,10 pmol/sitio, i.t; SR 
142801,10 pmol/sitio, i.t; antagonistas dos receptores NKi, NK2 e NK3, respectivamente) e do 
peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRPs-az, 0,32-3,2 nmol/sitio, antagonista do 
receptor para CGRP). Todos os antagonistas foram administrados por via intratecal 10 minutos 
àntes da injeção das cininas, exceto 0 HOE140, que em um grupo de animais foi administrado 1 
hora antes por via subcutânea (s.c.).
3.5. Análise das enzimas e dos mensageiros celulares envolvidos na resposta 
hiperalgésica das cininas e do glutamato
Para avaliar a possível participação do sistema nitrérgico no efeito hiperalgésico 
induzido pela bradicinina e pelo glutamato em camundongos, foram utilizados os inibidores da 
NO sintase, L-NAME (11-111 nmol/sitio, i.t) e L-NOARG (45,6-456 nmol/sitio, i.t), e os inibidores 
da guanilato ciclase solúvel, ODQ (30-300 pmol/sitio, i.t) e LY 83583 (100-1000 pmol/sitio, i.t). 
Além disso, 0 doador de óxido nitrico (SNAP, 0, 22 lamol/sitio, i.t) e 0 análogo estável do GMPc 
(8-Br-GMPc, 22,5 nmol/sitio, i.t) foram associados com doses sub-limiares de glutamato (10 
nmol/sitio, i.t) para verificar 0 possível efeito sinergistico destas substâncias.
Para analisar 0 envolvimento dos metabólitos das ciclooxigenases no efeito 
hiperalgésico causado pelas cininas e glutamato, foi utilizado um inibidor não seletivo das
23
ciclooxigenases, (indometacina, 3-30 nmol/sítio, i.t.) bem como inibidores seletivos da 
ciclooxigenase-1 (piroxicam, 9-50 nmol/sitio), ou da ciclooxigenase-2 (DFU, 0,9-9,1 nmol/sitio, 
i.t).
Todos os antagonistas foram administrados por via intratecal 10 minutos antes da 
injeção das cininas, ou foram co-administrados por via intratecal com o glutamato.
3.6. Análise da participação das fibras aferentes primárias na resposta das cininas
Para verificar a participação das fibras aferentes primárias sensíveis à capsaicina no 
efeito hiperalgésico causado pelas cininas ou pelo glutamato, camundongos foram 
anestesiados com éter etilico e tratados com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) ou com o veiculo (PBS 
com 10% de etanol e 10% de Tween 80) no segundo dia de vida, como descrito anteriormente 
(GAMSE, 1982). Os efeitos deste tratamento foram analisados 6 a 7 semanas após o tratamento 
com capsaicina ou veículo (utilizados como controle). Para verificar a eficácia do tratamento 
neonatal com capsaicina, um grupo de animais foi submetido ao teste da nocicepção causada 
pela injeção intraplantar de capsaicina (1,6 ng/pata), conforme médoto descrito anteriormente 
(CORRÊA et al„ 1996).
3.7. Drogas
As seguintes drogas foram utilizadas: BK, des-Arg^-BK, Tyr®-BK, des-Arg9-Leu®-BK, azul 
de metileno, captopril, capsaicina, CGRPs-s?, glutamato, indometacina, L-NOARG (N^-nitro-L- 
arginina), L-NAME (N^^-nitro-L-arginina metil éster), D-NAME (N^-nitro-D-arginina metil éster), 
piroxicam, SNAP, e pastilhas de salina com tampão fosfato-PBS (todas obtidas da Sigma 
Chemical Company, St. Louis, EUA), 0  LY 83583 (6-anilino-5,8-quinolinediona) e o 8-bromo- 
GMPc foram obtidos da RBI (Natick, EUA), e o ODQ (1H[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1- 
ona) e 0 MK 801 (maleato de (5R,10S)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d,]ciclohepten-5,10-
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imina) foram obtidos da Tocris Cookson (Baiwin, EUA). 0  HOE 140 (D-Arg-[Hyp3, Thi ,^ D-Tic^ 
Oic®]-bradicinina), o NPC 18884, o FK 888 (N2-[(4R)-4-hidroxi-1-(1metil-1H-indol-3il)carbonil-L- 
prolil]-N-metil-N-fenilmetil-3-(2-naftil)-L-alaninamida), o DFU (5,5-dimetil-3-(3-fIuorofenil)-4-(4- 
metillsulfonil)fenil-2(5H)-furanonal, os SR 48968 ((S)-N-metil-N [4-(4-acetilamino-4- 
fenilpiperidino)-2-(3,4-diclorofenÍI) butií] benzamida) e SR 142801 (S)-(N)-(1-(3-(1-benzoil-3-(3, 
4-diclorofenil)piperidin-3-il)propil)-4-fenilpiperidina-4-yl)-N-metilacetamida) foram cedidos 
gentilmente pela Hoechst (Frankfurt, Alemanha), pela Seios/Nova Corporation (Baltimore, USA), 
pela Fujisawa Pharmaceutical (Osaka, Japão), pela Merck Froost (Quebec, Canadá) e pela 
Sanofi Recherché (Montpeilier, França), respectivamente. As soluções estoque para todos os 
peptídeos foram preparadas em PBS (1-10 mM) em tubos siliconizados, mantidos à -18 °C e 
diluídas ná concentração desejada no dia dos experimentos. As outra drogas foram diluídas em 
PBS e mantidas à 2 °C, com excessão do piroxicam, ODQ e LY 83583 (diluídos em 1% de 
DMSO), da capsaicina (diluída em 10% de etanol e 10% de Tween 80) e da indometacina 
(diluída em 5% de etanol absoluto). A concentração final de DMSO e etanol não excederam
0,5%, e não causaram nenhum efeito per se no limiar da dor.
3.8. Análise estatística
Os resultados foram expressos com a média ± erro padrão da média, exceto os valores 
individuais para as DEso e DIso (ou seja, doses das drogas que produziram 50% da resposta 
máxima, ou doses dos antagonistas que reduziram a hiperalgesia em 50% em relação aos 
controles, respectivamente). Esses valores foram expressos como médias geométricas 
acompanhadas de seus respectivos limites de confiança em nível de 95% e calculados através 
de regressão linear através de experimentos individuais usando o programa “GraphPad 
Software”. Os valores de DE50 e D b foram calculados nos picos de resposta hiperalgésia de cada 
substância, assim como os efeitos hiperalgésicos e as inibições máximas. Os efeitos e as inibições
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máximas foram representados como a diferença entre o EIVIP dos grupos tratados e os EIVIP do grupo 
que recebeu apenas PBS (que representa a hiperalgesia causada pelo protocolo experimental). Desta 
maneira o efeito hiperalgésico máximo representa somente a hiperalgesia causada pelo agente 
nociceptivo, sem interferências experimentais. A análise estatística dos resultados foi realizada por 
meio de análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida do teste de múltipla comparação de 
DunnetL Valores de P menores do que 0,05-(P < 0,05) foram considerados como indicat
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4. RESULTADOS
4.1. Hiperalgesia térmica induzida pelo glutamato
0  glutamato é o principal neurotransmlssor excltatórlo do sistema nervoso central 
(HUDSPIT, 1997). Seus receptores são encontrados em terminações espinhais de fibras aferentes 
primárias, e agonistas exógenos dos diferentes receptores glutamatérgicos causam hiperalgesia 
quando injetados intratecalmente (HENLEY et al., 1993; MÉLLER e GEBHART, 1994). Com o 
objetivo de verificar se o ligante endógeno dos receptores glutamatérgicos, glutamato, produz 
efeito hiperalgésico espinhal, um grupo de animais recebeu uma injeção i.t. deste 
neurotransmlssor. A injeção intratecal de glutamato (10-100 nmol/sitio) causou hiperalgesia dose- 
dependente quando avaliado no modelo de estimulação térmica, a placa quente, mantida à 50 °C 
(figura 1A e B). 0  efeito hiperalgésico do glutamato iniciou rapidamente, tendo o seu pico de efeito 
máximo aos 5 minutos, e foi mantido por até 60 minutos. A média dos valores da DEso (e seus 
limites de confiança de 95%) calculada foi de 34,9 (31,4 -  38,8) nmol/sitio, e a porcentagem 
máxima de hiperalgesia induzida pelo glutamato em relação ao controle PBS, para a maior dose 
utilizada (100 nmol/sitio) foi de 69 ± 7%.
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Figura 1 -  Curvas tempo- (A) e dose- (B) resposta para o efeito hiperalgésico causado 
pela injeção intratecal de glutamato em camundongos. A relação dose-resposta para a 
ação hiperalgésica é melhor observada no pico do efeito (5 minutos) (B). Os efeitos 
das drogas são expressos em ÉMP (%). Cada ponto da curva ou das colunas 
representa a média de 8-12 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os 
asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo controle (PBS) 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05 e **P<0,01. Em alguns 
casos as linhas do E.P.M. estão inseridas dentro dos símbolos.
A administração intratecal dos inibidores da NO sintase, L-NOARG (45,6-456,0 nmoisítio) 
e L-NAME (11,1-111,0 nmol/sítio), não induziu nenhum efeito per se nas latências basais dos 
animais, mas causou inibição dose-dependente da hiperalgesia induzida pelo glutamato (figura 2, 
A e B). A média dos valores da DIso foram de 166,0 (129,5-212,9) e 31,3 (22,5-43,5) nmol/sítio 
para a L-NOARG e L-NAME, respectivamente. A inibição máxima da hiperalgesia causada por 
ambos os inibidores, foi de 100% (Tabela 1). 0  isômero inativo do inibidor L-NAME, o D-NAME 
(111,0 nmol/sítio), administrado pela via intratecal, não interferiu com o efeito hiperalgésico do 
glutamato (figura 2B).
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Figura 2 -  Efeito da injeção intratecal do L-NOARG (L-NOA, A) e do L- ou D-NAIVIE (L- 
NA, B) na hiperalgesia causada pelo glutamato (100 nmol/sitio, i.t.) no tempo de 5 
minutos. Os efeitos das drogas são expressos em ÉMP (%). Cada coluna representa a 
média de 8-10 animais e as barras verticais representam os E.P.M. Os asteriscos 
indicam o nível de significância em comparação ao grupo controle (glutamato) 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), **P<0,01.
Os resultados apresentados na figura 3 demonstram que o doador de óxido nitrico, SNAP 
(0,22 nmol/sítio, i.t., A) ou do análogo estável do GMPc, 8-bromo-GMPc (22,5 nmol/sítio, i.t, B) 
co-administrados com uma dose sub-limiar de glutamato (10 nmol/sítio, i.t), potencializaram 
significativamente o efeito hiperalgésico do glutamato. A administração intratecal de SNAP ou 8- 
Br-GMPc per se ,não causou alteração na latência basal de resposta ao estímulo térmico dos 
animais nas doses utilizadas (resultados não apresentados).
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Figura 3 -  Efeito da injeção intratecal do SNAP (A) e do 8-bromo-GMPc (B) na 
hiperalgesia causada por dose sub-limiar de glutaníiato (10 nmol/sitio, i.t.). Os efeitos 
das drogas são expressos em EIVIP (%). Cada ponto representa a média de 6 animais 
e as barras verticais demonstram os E.P.IVl. Os asteriscos indicam o nível de 
significância em comparação ao grupo controle (glutamato) (ANOVA de uma via, 
seguida do Teste de Dunnett), **P<0,01. Em alguns casos as linhas do E.P.M. estão 
inseridas dentro dos simbolos.
Da mesma forma, a injeção intratecal de inibidores da guanilato ciclase solúvel LY 83583 
(100-1000 pmol/sítio) ou do ODQ (30 - 300 pmol/sítio) não causou nenhum efeito per se, mas, 
quando administrados em conjunto com glutamato (100 nmol/sítio, i.t), inibiram totalmente e de 
maneira dose-dependente a hiperalgesia térmica causada pelo glutamato (figura 4A e B). A média 
dos valores da Dbo foram de 240 (160-360) e 131 (99-174) nmol/sítio para o LY 83583 e ODQ, 
respectivamente (Tabela 1). 0  inibidor não seletivo da guanilato ciclase solúvel, azul de metileno 
(1,25 |nmol/sítio, i.t.) também inibiu totalmente a hiperalgesia induzida pelo glutamato (resultados 
não apresentados).
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Figura 4 -  Efeito da injeção intratecal do LY 83583 (A) ou do ODQ (B) na hiperalgesia 
causada pelo glutamato (100 nmol/sítio, i.t.) no tempo de 5 minutos. Os efeitos das 
drogas são expressos em EMP (%). Cada coluna representa a média de 6-8 animais e 
as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nível de 
significância em comparação ao grupo controle (glutamato) (ANOVA de uma via, 
seguida do Teste de Dunnett), **P<0,01.
Tabela 1 - Comparação dos valores das médias das DIso dos inibidores da NO sintase e da 
guanilato ciclase solúvel, administrados por via intratecal, na hiperalgesia térmica causada pelo 
glutamato em camundongos.
Drogas Dlso^ Inibição máxima
L-NOARG 166,0(129,5-212,9) nmol/sítio 100%
L-NAME 31,3 (22,5-43,5) nmol/sítio 100%
LY83583 240 (160-360) nmol/sítio 100%
ODQ 131 (99-174) nmol/sítio 100%
Observação: Cada grupo representa a média de 6 a 12 animais.  ^ Dbos com os seus respectivos 
limites de confiança (95%).
4.2. Hiperalgesia térmica induzida pelas cininas
Assim corrio o glutamato, a bradicinina e os receptores para cininas são encontrados em 
terminações espinhais de neurônios aferentes primários (BHOOLA, 1996; PERRY e SNYDER, 
1984; STERANKA et al., 1988). Sendo assim, as cininas também poderiam causar liiperalgesia 
quando aplicadas por via intratecai em camundongos. A administração intratecal da bradicinina (1- 
30 nmoi/sitio) causou iiiperalgesia térmica dose-dependente quando avaliada no modelo da placa 
quente (figura 5A e B). Este efeito hiperalgésico teve um pico máximo aos 10 minutos, e durou 
cerca de 60 minutos após a injeção do peptídeo. A média dos valores da DE50 (e seus limites de 
confiança de 95%) calculada foi de 3,8 (3,1-4,7) nmol/sitio, e a porcentagem máxima de 
hiperalgesia induzida pela bradicinina em relação ao controle PBS, para a maior dose utilizada (30 
nmol/sitio) foi de 67 ± 10% (Tabela 2). Além do efeito hiperalgésico, poucos segundos após a 
administração da bradicinina (1-30 nmol/sitio, i.t), os animais apresentaram comportamento 
anormal caracterizado por hiperatividade, que durou até 1 minuto após a injeção intratecal.
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Figura 5. Curvas tempo- (A) e dose- (B) resposta para o efeito hiperalgésico causado 
pela injeção intratecal de bradicinina (BK) em camundongos. A relação dose-resposta 
para a ação hiperalgésica é melhor observada no pico do efeito (10 minutos) (B). Os 
efeitos das drogas são expressos em EMP (%). Cada ponto da grupo representa a 
média de 6-8 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos 
indicam o nível de significância em comparação ao grupo controle (PBS) (ANOVA de 
uma via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05 e **P<0,01. Em alguns casos as 
linhas do E.P.M. estão inseridas dentro dos símbolos.
Do mesmo modo que a bradicinina, o agonista seletivo do receptor 82, a tirosina®-bradicinina 
(Tyr8-BK, 1-30 nmol/sítio, i.t), causou hiperalgesia duradoura (até 60 minutos) de maneira dose- 
dependente (figura 6A e B). A média dos valores da DE50 (e seus limites de confiança de 95%) 
calculado foi de 6,5 (5,4-7,8) nmol/sítio, e a porcentagem de hiperalgesia induzida pela Tyr®- 
bradicinina em relação ao controle PBS, para a maior dose utilizada (30 nmol/sítio) foi de 42 ± 3% 
(Tabela 2). A Tyr8-bradicinina também causou um estado de hiperatividade transitória nos 
animais.
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Figura 6. Curvas tempo- (A) e dose- (B) resposta para o efeito hiperalgésico causado 
pela injeção intratecal de tirosina®-bradicinina (Tyr®-BK) em camundongos. A relação 
dose-resposta para a ação hiperalgésica é melhor observada no pico do efeito (10 
minutos) (8). Os efeitos das drogas são expressos em EMP (%). Cada ponto 
representa a média de 6-8 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os 
asteriscos indicam o nivel de significãncia em comparação ao grupo controle (PBS) 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05 e **P<0,01. Em alguns 
casos as linhas do E.P.M. estão inseridas dentro dos símbolos.
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0  agonista seletivo para o receptores Bi, a des-Arg^-bradicinina (DABK, 3-50 nmol/sitio, 
i.t), também causou hiperalgesia térmica em camundongos (figura 7A e B). Mas diferente da 
bradicinina, a DABK produziu uma hiperalgesia significante somente a partir de 20 minutos após a 
injeção intratecal, um efeito que permaneceu por cerca de 90 minutos. A média dos valores da 
DEso (e seus limites de confiança de 95%) calculada foi de 21,3 (14,8-30,7) nmol/sítio, e a 
porcentagem máxima de hiperalgesia induzida pela DABK em relação ao controle PBS, foi de 32 
± 4%, no tempo de 60 minutos (Tabela 2). Além disto, a DABK não causou nenhum efeito de 
hiperatividade nos animais.
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Figura 7. Curvas tempo- (A) e dose- (B) resposta para o efeito hiperalgésico causado 
pela injeção intratecal da des-Arg^-bradicinina (DABK) em camundongos. A relação 
dose-resposta para a ação hiperalgésica é melhor observada no pico do efeito (60 
minutos) (B). Os efeitos das drogas são expressos em EMP (%). Cada ponto 
representa a média de 6 animais e as barras verticais demonstram os Ê.P.M. Os 
asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo controle (PBS) 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05 e **P<0,01. Em alguns 
casos as linhas do E.P.M. estão inseridas dentro dos símbolos.
Do mesmo modo que a des-ArgS-bradicinina, outro agonista seletivo do receptor Bi, a des- 
Argi°-calidina (DAKD, 1-50 nmol/sítio, i.t.), também causou hiperalgesia duradoura (até 90
minutos) de maneira dose-dependente em camundongos (figura 8A e B). A média dos valores da 
DÉ50 (e seus limites de confiança de 95%) calculado foi de 22,7 (17,0-30,4) nmol/sitio, e a 
porcentagem de hiperalgesia induzida pela DAKD em relação ao controle PBS foi de 36,4 ± 4,7% 
(Tabela 1).
35
0 10 20 30
• PBS (5 ^d/sítio, i.t.)
■ DAKD (3 nmol/sítio, i.t.)
■ DAKD (10 nmol/sítio, i.t.)
■ DAKD (50 nmol/sítio, i.t.)
10-
0 -
-10-
Q.
-20-
-30-
-40-
60 90
TEMPO (min)
120
PBS (i.t.) DAKD (nmol/sítio, i.t.) 
*15----------- TÜ-----------5Ü"
Figura 8. Curvas tempo- (A) e dose- (B) resposta para o efeito hiperalgésico causado pela 
injeção intratecal da des-Arg^°-calidina (DAKD) em camundongos. A relação dose- 
resposta para a ação hiperalgésíca é melhor observada no pico do efeito (60 minutos) (B). 
Os efeitos das drogas são expressos em ÉMP (%). Cada ponto representa a média de 6 
animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de 
significãncia em comparação ao grupo controle (PBS) (ANOVA de uma via, seguida do 
Teste de Dunnett), *P<0,05 e **P<0,01. Em alguns casos as linhas do E.P.M. estão 
inseridas dentro dos símbolos.
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Tabela 2 - Valores médios das DEso do glutamato e das cininas injetados intratecalmente na 
indução de hiperalgesia térmica analisada no modelo da placa quente em camundongos.
Substância DE50® Efeito hiperalgésico máximo
Glutamato 34,9 (31,4-38,8) nmol/sitio 69 ±7%
Bradicinina 3,8 (3,1-4,7) nmol/sitio 67 + 10%
Tirosina®-bradicinina 6,5 (5,4-7,8) nmol/sitio 42 ±3%
des-Arg9-bradicinina 21,3(14,8-30,7) nmol/sitio 32 + 4%
des-Argi°-calidina 22,7(17,0-30,4) nmol/sitio 36,7 ±4,7%
Observação: Cada valor representa a média de 6 a 12 animais. ^ DEsos com os seus respectivos
limites de confiança (95%).
4.3. Envolvimento dos receptores Bi e Bz na hiperalgesia induzida pelas cininas
Para caracterizar os receptores envolvidos na resposta hiperalgésica causada pelas 
cininas. foram utilizados antagonistas seletivos para os receptores Bi e 82. Os antagonistas do 
receptor 8 2  HOE 140 (1-10 pmol/sitio, i.t, A, ou 1-10 nmol/kg, s.c., 8) ou NPC 18884 (1-30 
pmol/sitio, i.t., C), reverteram totalmente 0 efeito hiperalgésico induzido pela bradicinina (5 
nmol/sitio, i.t.) (figura 9). A média dos valores da DI50 (e seus limites de confiança de 95%) 
calculados foram de 4,8 (4,1 -  5,6) pmol/sitio, 1,5 (0,9-2,4) nmol/kg, e 6,4 (4,1 -  9,8) pmol/sitio, 
para 0 HOE 140 (i.t. e s.c.) e NPC 18884 (i.t.), respectivamente. A inibição máxima em todas as 
vias foi de 100% para 0 HOE 140 e 0 NPC 18884 (Tabela 3).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento com HOE 140 (M O  pmol/sítio, i.t., A, ou 1-10 
nmol/kg, s.c., B) ou NPC 18884 (1-30 pmol/sítio, i.t, C), na ação hiperalgésica 
induzida pela injeção intratecal de bradicinina (BK) no seu pico de efeito (10 minutos) 
em camundongos. 0  efeito das drogas é expresso em EMP (%). Cada ponto na curva 
representa a média de 6 a 10 animais e as barras verticais representam os E.P.M. Os 
asteriscos indicam o nivel de significância em comparação ao grupo controle 
(bradicinina) (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett). *P<0,05, **P<0,01.
0  antagonista seletivo do receptor Bi, a des-Arg9-Leu®-bradicinina (DALBK, 25 nmol/sitio,
i.t.) reverteu totalmente o efeito hiperalgésico causado pela DABK (inibição máxima de 100%)
(figura 10 A). Além disto a DALBK (10 nmol/sitio, i.t.) inibiu parcialmente, mas de maneira 
significativa, a hiperalgesia induzida pela bradicinina aos 30 e 60 minutos (figura 10 B).
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento com des-Arg9-Leu®-bradicinina (DALBK, 10 
nmol/sitio, i.t.) na ação hiperalgésica induzida pela injeção intratecal de des-Arg^- 
bradicinina (DABK, A) ou bradicinina (BK, B) em camundongos. As respostas são 
expressos em EMP (%). Cada ponto na cun/a representa a média de 6 a 8 animais e 
as barras verticais representam os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de 
significância em comparação ao grupo controle (DABK, A ou BK, B) (ANOVA dé uma 
via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05, **P<0,01. Em alguns casos as linhas do 
E.P.M. estão inseridas dentro dos símbolos.
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Tabela 3 - Comparação dos valores das médias das DI50 dos antagonistas do receptor B2 na 
hiperalgesla térmica causada pela bradiclnina em camundongos.
Drogas Dl 50® Inibição máxima
HOE 140 4,8 (4,1-5,6) pmol/sitio, l.t. 100%
HOE 140 1,5 (0,9-2,4) nmol/kg, s.c. 100%
NPC 18884 6,4 (4,1-9,8) pmol/sitio 100%
Observação: Cada valor representa a média de 6 a 10 animais. ^ DI50S com os seus respectivos
limites de confiança (95%).
4.4. Envolvimento de outros receptores na hiperalgesla induzida pela bradiclnina
Como a resposta hiperalgésica da bradiclnina foi a mais pronunciada entre as cininas, 0 
restante dos experimentos procuraram avaliar a participação de receptores de outros 
neurotransmissores envolvidos no controle da nocicepção em nível espinhal na ação causada 
pela bradiclnina. A administração do antagonista do receptor glutamatérgico NIVIDA, MK 801 (1-10 
nmol/sltlo, l.t.) não causou nenhum efeito per se, mais Inibiu parcialmente a hiperalgesla Induzida 
pela bradiclnina (figura 11). A Inibição máxima calculada foi de 65,7 ± 2,6%, no pico do efeito 
hiperalgésico máximo da bradiclnina (Tabela 4). Apesar disto, 0 HOE 140 (10 pmol/sitio, l.t), na 
mesma dose que inibiu a hiperalgesla da bradiclnina, não foi capaz de Inibir a hiperalgesla 
induzida pelo glutamato (100 nmol/sítlo, i.t.) (resultados não mostrados).
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento com MK801 (1-10 nmol/sítio, i.t.) na ação 
hiperalgésica induzida pela injeção intratecal de bradicinina (BK) no seu pico de efeito 
(10 minutos) em camundongos. 0  efeito das drogas é expresso em EMP (%). Cada 
ponto na curva representa a média de 6 a 10 animais e as barras verticais 
representam os E.P.M. Os asteriscos indicam o nível de significância em comparação 
ao grupo controle (bradicinina) (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), 
**P<0,01.
Da mesma forma, a injeção intratecal do antagonista do receptor taquicinérgico NKi, o FK 
888 (3-30 pmol/sítio) inibiu parcialmente, mas de maneira significativa, a hiperalgesia induzida pela 
bradicinina (figura 12A), com inibição máxima calculada foi de 54,3 + 6,4% (Tabela 4). Diferente 
do antagonista do receptor NKi, os antagonistas seletivos do receptores NK2 e NK3 (figura 12B), 
SR 48968 (10 pmol/sítio, i.t.) e SR 142801 (10 pmol/sítio, i.t), respectivamente, não foram 
capazes de inibir a hiperalgesia induzida pela bradicinina.
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com FK888 (A). SR 48968, e SR 142801 (B) na 
ação hiperalgésica induzida pela injeção intratecal de bradicinina (BK) enn 
camundongos. As respostas são expressos em EIVIP (%). Cada ponto na curva 
representa a média de 6 a 10 animais e as barras verticais representam os E.P.IVl. Os 
asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo controle 
(bradicinina) (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett). *P<0,05, **P<0,01.
Finalmente, para avaliar a participação do peptideo relacionado ao gene da calcitonina 
(CGRP) na resposta da bradicinina, foi utilizado um antagonista do receptor de CGRP. 0  CGRPs- 
37 (0,32-3,2 nmol/sítio, i.t.) inibiu parcialmente, porém significativamente, a hiperalgesia induzida 
pela bradicinina, com inibição máxima calculada de 52 ±13% (figura 13).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento com CGRP8-37 (C8-37, 0,32-3,2 nmol/sítio, i.t.) 
na ação hiperalgésica induzida pela injeção intratecal de bradicinina (BK) em 
camundongos. As respostas são expressas em ÈMP (%). Cada ponto na curva 
representa a média de 6 a 8 animais e as barras verticais representam os E.P.M. 
Os asteriscos indicam 0 nivel de significância em comparação ao grupo controle 
(bradicinina) (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05.
4.5. Envolvimento na NO síntase e das cíclooxígenases na híperalgesía induzida pela 
bradicinina
Como a via do óxido nitrico foi importante para 0 efeito hiperalgésico do glutamato, e pelo 
fato da bradicinina poder induzir a formação de óxido nitrico em neurônios (BAUER et al., 1993), 0 
efeito deste mediador foi estudado. Para verificar 0 envolvimento do óxido nitrico na resposta à 
bradicinina, foi utilizado um inibidor da enzima NO sintase, 0 L-NAME (3 -  30 nmol/sitio, i.t.). 0  L- 
NAME, em doses que capazes de bloquear a hiperalgesia do glutamato, causou inibição parcial, 
mas significativa, da hiperalgesia induzida pela bradicinina, com inibição máxima de 62,6 ± 2,5%
(figura 14 e tabela 4). 0  isômero inativo do L-NAIVIE, D-NAME (30 nmol/sítio) não causou nenhum 
efeito sobre a resposta da bradicinina, demonstrando a especificidade do efeito anti-hiperalgésico.
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com L- e D-NAME (L- e D-NA, 3-30 nmol/sitio, i.t.) 
na ação hiperaigésica induzida pela injeção intratecal de bradicinina (BK) em 
camundongos. As respostas são expressas em EMP (%). Cada ponto na curva 
representa a média de 6 a 10 animais e as barras verticais representam os E.PM. Os 
asteriscos indicam o nivei de significância em comparação ao grupo controle- 
bradicinina (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), *P<0,05, **P<0,01.
A ativação das ciclooxigenases tem sido implicada na mediação espinhal do processo 
nociceptivo. Do mesmo modo, tem sido demonstrado que prostaglandinas administradas por via 
intratecal causam hiperalgesia (UDA et al., 1990). Para verificar a participação da via das 
ciclooxigenases na hiperalgesia causada pela bradicinina, foi utilizado o inibidor não-seletivo 
indomentacina, e os inibidores seletivos de ciclooxigenase-1 e -2, piroxicam e DFU, 
respectivamente. A indometacina (3-30 nmol/sitio, i.t), mas não o piroxicam (9-50 nmol/sitio, i.t), 
foi capaz de reduzir, de maneira significativa, a hiperalgesia causada pela bradicinina (63,3 ± 
7,3%) (figura 15A e C). Além disto, o DFU (0,9-9,1 nmol/sítio, i.t) também inibiu a hiperalgesia
causada pela bradicinina, com inibição máxima de 100% (figura 15B e tabela 4) e com DIso = 2,1 
(0,8-5,3) nmol/sitio. 0  DFU (9,1 nmol/sitio, i.t.) também foi capaz de bloquear a hiperalgesia 
induzida pelo glutamato (100 nmol/sitio, i.t.) (resultados não demonstrados).
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com indometacina (indom.. A), DFU (B) e piroxicam 
(PRX, C) na ação hiperalgésica induzida pela injeção intratecal de bradicinina (BK) em 
camundongos. As respostas são expressas em EMP (%). Cada ponto na curva 
representa a média de 6 a 10 animais e as ban-as verticais representam os E.P.M. Os 
asteriscos indicam o nivel de significância em comparação ao grupo controle 
(bradicinina) (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett), **P<0,01.
4.6. Envolvimento das fibra aferentes primárias sensíveis à capsaicina na hiperalgesia 
induzida pela bradicinina
As fibras aferentes primárias são as principais estruturas neuronais onde se encontram os 
receptores da bradicinina nas suas terminações espinhais. Além disto, estas fibras parecem ser 
importantes na nocicepção espinhal induzida pelo agonista glutamatérgico, NMDA (LIU et al, 
1997). 0  tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) foi utilizado para destruir grande 
parte-destas fibras-aferentes. Em-animais-tratados-no-segundo dia de-vida com capsaicina, a 
hiperalgesia induzida pela bradicinina foi reduzida em 70,5 ± 8,3%, quando comparada aos 
animais que receberam veículo no período neonatal (figura 16A e tabela 4). Este mesmo 
tratamento reduziu de maneira significativa a hiperalgesia induzida pelo glutamato (100 nmol/sítio, 
i.t.) em 38,4 ± 5,2 % (figura 16B). A resposta à capsaicina nos animais tratados no período 
neonatal com esta substância foi verificada na nocicepção causada pela injeção íntraplantar 
capsaicina. Neste animais ocorreu uma significativa inibição de 82±4 % no tempo de reação dos 
animais ao estímulo, quando comparado com os animais que receberam veículo no período 
neonatal (resultados não demonstrados).
Além disso, a destruição de fibras aferentes pela capsaicina retira a capacidade do MK- 
801, FK 888, L-NOARG e indometacina, mas não do HOE 140, de inibir a hiperalgesia induzida 
pela bradicinina (figura 16A).
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Figura 16. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina na ação hiperalgésica induzida 
pela injeção intratecal de bradicinina (BK, A) ou glutamato (B), e da ação anti- 
hiperalgésica do HOE 140 (HOE10 pmol/sitio), do MK 801 (MK, 10 nmol/sítio), do FK 
888 (FK, 30 nmol/sitio), da L-NAME (L-NA, 30 nmol/sítio) e da indometacina (indo, 30 
nmol/sítio) em camundongos. As respostas são expressas em ÈMP (%). Cada ponto na 
curva representa a média de 6 a 10 animais e as barras verticais representam os E.P.M. 
Os asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo controle 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnett). *P<0,05, **P<0,01.
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Tabela 4 - Comparação dos valores das médias das inibições máximas dos antagonistas NMDA, 
NKi e CGRP, dos inibidores da ciclooxigenase e da NO sintase, e da neurotoxina capsaicina na 
hiperalgesia térmica causada pela bradicinina em camundongos.
Drogas Inibição máxima
MK 801 65,7 ±2,6%
FK 888 54.3 ±6,4%
CGRPs -37 52 ±13%
L-NAME 62,6 ±2.5%
Indometacina 63,3 ±7.3%
DFU 100%
Capsaicina neonatal 70.5 ±8.3%
Observação: Cada valor representa a média de 6 a 10 animais.
5. DISCUSSÃO
A ativação de fibras aferentes primárias produz a liberação de neurotransmissores nas 
sinapses primárias do corno dorsal da medula espinhal (DICKENSON et aí., 1997). Uma grande 
proporção destas fibras contém peptideos, como a substância P e o CGRP, que coexistem com 
aminoácidos excitatórios como o glutamato (DE BIASI e RUSTIONI, 1988; JURÁNEK e 
LEMBÉRCK, 1997). Assim, a estimulação de fibras Aô and C aferentes envolve receptores para 
neuropeptideos, assim como receptores para aminoacidos excitatórios, na medula espinhal. De 
fato, diversos agonistas glutamatérgicos e taquicinérgicos causam hiperalgesia e/ou 
comportamento nociceptivo quando injetados intratecalmente em animais (AANONSEN e 
WILCOX, 1987; FERREIRA e LORENZETTI, 1994; MAO et al„ 1992; MELLER et al„ 1992a, b; 
MELLER e GEBHART, 1994; MOOCHHALA e SAWYNOK, 1984; PIERCEY et al., 1981; URCA e 
RAIGORODSKY, 1988). Do mesmo modo, os antagonistas dos receptores para estas 
substâncias conseguem inibir a transmissão da dor de diversas origens quando administrados 
por via i.t. em animais (CAMPBELL et al., 1998; CHAPLAN et al., 1997; COUDORÉ-CIVIALE et 
al., 1998; REN etal., 1992; WATKINS etal., 1994; ZAHN et al., 1998; ZHUO, 1998; para revisão 
ler THOMAS, 1995; HUDSPITH, 1997).
0  NMDA produz hiperalgesia térmica quando administrado por via espinhal em 
camundongos e em ratos, uma ação mediada pela ativação da NO sintase (KITTO et al., 1992; 
MALMBERG e YAKSH, 1993; MELLER et al., 1994b, 1996). 0  presente estudo estende estas 
observações, demonstrando que a injeção intratecal de concentrações nanomolares do 
neurotransmissor excitatório endógeno, glutamato, produz hiperalgesia térmica dose- 
dependente e relativamente duradoura (até 60 minutos) quando analisada no teste da placa 
quente mantido à 50 °C. Esses resultados diferem, por diversos motivos, da breve hiperalgesia 
induzida por pequenas doses de NMDA que dura por volta de 3 a 5 minutos (AANONSEN e
WILCOX, 1987; KITTO et al., 1992; KOLHEKAR et al.. 1993). Quando doses altas de AMPA ou 
NMDA (6,8 nmol e 1,1 nmol/sítio) foram administradas por via i.t. em ratos (IVIALMBERG e 
YAKSH, 1992), esses agonistas glutamatérgicos produziram hiperalgesia mais duradoura (até 
45 minutos). A resposta ao glutamato é diferente possivelmente pela sua capacidade de ligar-se 
a todos os receptores glutamatérgicos. Outra diferença, em relação a potência hiperalgésica 
causada pela injeção de NMDA (faixa de pmol) comparado ao glutamato (faixa de nmol), pode 
ser atribuída ao fato de que, o glutamato é rapidamente recaptado por sistemas de alta afinidade 
neuronais e não-neuronais (URCA e RAIGOROSKY, 1988).
Os resultados do presente estudos demonstram pela primeira vez que a hiperalgesia 
induzida pelo glutamato é mediada pela via da L-arginina-NO-GMPc em nível espinhal. Estas 
observações derivam das seguintes evidências:
1) 0  tratamento por via intratecal com os inibidores da NO sintase, L-NAME (mas não D-NAME) 
e L-NOARG, antagonizou de maneira dose-dependente a hiperalgesia induzida pelo glutamato. 
0  L-NAME teve um efeito anti-hiperalgésico mais potente do que a L-NOARG;
2) A hiperalgesia causada por doses baixas de glutamato foi potencializada pela co- 
administração do doador de NO, SNAR e pelo análogo estável do GMPc, o 8-Br-GMPc
3) Finalmente, dois inibidores não seletivos da guanilato ciclase solúvel, o LY 83583 e o azul de 
metileno (LUO et al., 1995; MELLER et al., 1996), e também o inibidor seletivo desta enzima, o 
ODQ (GARTHWAITÉ et al., 1995; CELLEK et al., 1996; SCHRAMMEL et al., 1996), 
administrados por via intratecal, bloquearam a hiperalgesia induzida pelo glutamato. É 
importante ressaltar que o ODQ foi aproximadamente 2 a 3 vezes mais potente do que o LY 
83583 neste modelo.
0  influxo de cálcio induzido pela ativação do receptor NMDA provoca, entre outras 
ações, a ativação da enzima NO sintase e conseqüente síntese de óxido nitrico a partir da L- 
arginina em tecido neuronal (GARTHWAITÉ et al., 1988). As três formas de NO sintase, a
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neuronal, a endotelial e a induzida, são encontradas no sistema nervoso central, onde 
participam de funções fisiológicas e patológicas (PAAKKARI e LINDSBERG, 1995). 0  glutamato 
e 0 NMDA perfundidos na medula espinhal de ratos são capazes de liberar localmente óxido 
nitrico (RIVOT et al., 1999). Este NO liberado pode agir intracelularmente interagindo com 
diversos alvos, ou então agir como mensageiro retrógrado, modulando a liberação de glutamato 
e neuropeptideos das terminações de neurônios aferentes primários (AIMAR et al., 1998; 
MELLER e GRBHART, 1993). Como conseqüência, o óxido nitrico parece estar envolvido na 
modulação da nocicepção em nível espinhal. De fato, existem evidências demonstrando a 
liberação de NO e alteração na atividade e quantidade de NO sintase na medula espinhal após 
lesão periférica (CHOl et al., 1996; GORDH et al., 1998; RIVOT et al., 1997). Além disso, vários 
inibidores da NO sintase são capazes de inibir a nocicepção periférica, a hiperalgesia e alodinia, 
tanto de origem inflamatória como de origem neurogênica (CODERRE e YASHPAL, 1994; 
COUTINHO e GEBHART, 1999; HALEY et al., 1992; HANDY e MOORE, 1998; NIEDBALA et. al., 
1995; OSBORNE e CODERRE. 1999; MELLER et al., 1992a, b; 1994; YAMAMOTO et al., 1993).
Estes estudos esclarecem os resultados obtidos com os inibidores da NO sintase e o 
doador de óxido nitrico obtidos no presente trabalho. A produção de óxido nitrico parece ser 
extremamente importante para a indução da hiperalgesia pelo ligante endógeno dos receptores 
glutamatérgicos. Como anteriormente relatado, o óxido nitrico pode causar diversos efeitos 
biológicos agindo em sitios distintos. Um dos efeitos descritos para o NO em neurônios é a 
ativação da enzima guanílato ciclase solúvel e conseqüente formação do GMPc a partir do GTP 
(SOUTHAM e GARTHWAITE, 1993). De fato, a ativação da via óxido nitrico-GMPc- proteína 
quinase G tem sido implicada na indução da sensibilização de longa duração causada por 
esstimulação elétrica em nociceptores do molusco Aplysia (LEWIN e WALTERS, 1999). Os 
resultados do presente estudo demonstraram que o inibidor seletivo da guanílato ciclase solúvel. 
ODO administrado por via íntratecal, bloqueou a hiperalgesia térmica induzida pelo glutamato
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em camundongos. Este resultado é de grande relevância, pois os inibidores LY 83583 e azul de 
metileno, que foram utilizados em outros estudos para demonstrar a participação do GMPc na 
hiperalgesia induzida pelo NMDA, apresentam alguns efeitos inespecificos, como inibição da 
liberação do NO e/ou inibição direta da NO sintase (IVlULSCH et al., 1988; MAYER et al., 1993; 
LUO et al., 1995). Alguns estudos demonstraram que o ODQ, é capaz de inibir amplamente o 
aumento do GMPc dependente de NO, induzido pelo glutamato in vitro, bem como aquele 
causado pelo NMDA e AMPA em cerebelo in vivo (FEDELE et al., 1996; GARTHWAITE et al., 
1995). Além disso, o ODQ administrado por via intratecal e intracerebroventricular em ratos 
diminui a hiperalgesia térmica causada por neuropatia periférica (SALTER et al., 1996).
0  presente trabalho também demonstra que os inibidores da NO sintase e da guanilato 
ciclase solúvel, em doses que bloquearam a hiperalgesia induzida pelo glutamato, não 
apresentaram efeito per se sobre as laténcias basais dos animais. Desta maneira, parece que a 
geração basal de NO e formação de GMPc não induz hiperalgesia térmica. Contudo, doses altas 
de doadores de NO e GMPc causaram efeito hiperalgésico (GARRY et al., 1994; INOUE etal., 
1997).É conhecido que o óxido nitrico provoca outras ações além daquelas mediadas pela 
ativação da guanilato ciclase solúvel e aumento de GMPc (BOLOTINA et al., 1994; BRUNE et 
al., 1994; BRUNE e LAPETINA, 1989; BRUNNER et al., 1995; CLANCY et al., 1994; 
GARTHWAITE e BOULTON, 1995; STAMLER et al., 1992). Assim como a inibição da NO 
sintase, a inibição da poli(ADP-ribose) sintase ativada pelo óxido nitrico em nível espinhal 
também pode atenuar a hiperalgesia e a alodinia causadas pela neuropatia periférica (MAO et 
al., 1997). A inibição periférica da NO sintase, mas não da guanilato ciclase solúvel, bloqueia a 
hiperalgesia mecânica induzida pela injeção inti-aplantar prostaglandina Ez (ALEY et al., 1998). 
Diferente desta resposta periférica, a hiperalgesia induzida pela injeção inti-atecal de glutamato 
aparentemente é mediada, na sua totalidade, pela liberação de óxido nitrico e ativação da 
guanilato ciclase solúvel. Estes resultados sugerem que o óxido niti-ico ativa vias distintas em
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nível espinhal e periférico. Analisados em conjunto, esses resultados sugerem que a ativação da 
via óxido nítrico-GMPc em nível espinhal, pelo menos a aquela causada pela injeção intratecal 
de glutamato ou por estímulos nociceptivos, parece constituir um passo importante para a 
transmissão da informação dolorosa, na medula espinhal.
Assim como os receptores glutamatérgicos, os receptores das cininas são encontrados 
na substância gelatinosa da medula espinhal (STERANKAetal., 1988; BHOOLA, 1996). Visando 
verificar se as cininas, de maneira similar ao glutamato, causam hiperalgesia em nível espinhal, 
agonistas dos receptores Bi e B2 foram administrados intratecalmente em camundongos. De 
fato, assim como 0 glutamato, a bradicinina, a Tyrs-bradicinina, a des-Arg^-bradicinina e a des- 
Argio-calidina causaram hiperalgesia térmica quando analisada no teste da placa quente. As 
respostas hiperalgésicas das cininas parecem ser predominantemente mediadas pela ativação 
do receptor 82, apesar do receptor Bi também ter causado hiperalgesia, embora em menor 
intensidade. As respostas hiperalgésicas mediadas pelos receptores Bi e B2 parecem ser 
distintas. A bradicinina possui uma ação rápida (pico em 10 minutos) e duradoura (até 60 
minutos) após sua aplicação intratecal. Ao contrário, 0 início da resposta à des-Arg^-bradicinina 
foi mais lento (significativo apenas aos 20 minutos após a administração), com efeito 
hiperalgésico máximo obtido aos 60 minutos após a administração do peptídeo, e com duração 
de 90 minutos. Estes resultados estão de acordo com os estudos de biologia molecular que 
demonstram que 0 receptor Bi humano possui uma seqüência de 353 aminoácidos, 
apresentando apenas 36% de homologia com 0 receptor B2,0 que sugere que eles façam parte 
de sistemas regulatórios distintos (HESS et al., 1992; MA et al., 1994a; MENKE et al., 1994; 
PESQUERO, 1996).
Os resultados do presente estudo, demonstram pela primeira vez que a des-Arg^- 
bradicinina e da des-Arg^°-calidina podem induzir hiperalgesia em nível espinhal. Os agonistas 
dos receptores Bi causaram seus efeitos imediatamente após a suas administrações em
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camundongos, sugerindo que eles estão constitutivamente presentes nesta espécie. 
Confirmando os resultados apresentados, diversos dados da literatura demonstram a presença 
de receptores B1 contitutivos em camundongos. Estudos de biologia molecular demonstraram 
no camundongo a presença de RNAm para receptores Bi no coração, pulmão, rim, fígado e 
neurônios do gânglio da raiz dorsal e do gânglio simpático (PESQUERO et al., 1996; 
SEABROOK et al., 1997). Estudos in vitro demonstram que a des-Arg^-bradicinina causa 
contração de estômago isolado (ALLOGHO et al., 1998) e estimulação da liberação de cálcio e 
formação de prostaglandina E2 em tecido ósseo (LJUNGGREN e LERNER, 1990) sob condições 
basais. Estudos in vivo demonstraram que a des-Arg^-bradicinina produz aumento da 
permeabilidade vascular e influxo de células após administração intratoráxica (VIANNA e 
CALIXTO, 1998). Além disso, os agonistas Bi causam hiperalgesia quando co-administrados 
com a formalina na pata de camundongos (DE CAMPOS et al., 1998).
Ao contrário do receptor Bi, evidências sobre a participação da bradicinina e do receptor 
B2 no controle da transmissão espinhal foram anteriormente descritas. Foi demonstrado que 0 
antagonista do receptor B2, HOE 140, aplicado intratecalmente é capaz de inibir a segunda fase 
da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina em ratos (CHAPMAN e 
DICKENSON., 1992; CORRÊA e CALIXTO, 1993). A administração intratecal da bradicinina em 
ratos causou comportamento nociceptivo transitório, seguido de um inibição do reflexo 
nociceptivo, quando analisada no teste da placa quente (LANEUVILLE e COUTURE, 1987). Este 
efeito antinociceptivo, é mediado por uma ação pré-sinàptica da bradicinina em terminais 
noradrenérgicos bulboespinhais (LANEUVILLE et al., 1989).
Desta maneira, a bradicinina parece ser um modulador no processo de transmissão 
nociceptiva espinhal, podendo causar efeito antinociceptivo ou hiperalgésico. Existem diversos 
motivos que explicam os resultados, aparentemente opostos, obtidos com a bradicinina quando 
aplicada por via intratecal em ratos (LANEUVILLE e COUTURE, 1987; LANEUVILLE et al„ 1989)
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e camundongos (presente trabalho). No trabalho desenvolvido por Couture e colaboradores 
(LANEUVILLE e COUTURE, 1987; LANEUVILLE et al., 1989) e no presente estudo foram 
utilizados animais diferentes (ratos versus camundongos), com técnicas de administração 
intratecal diferentes (canulação crônica versus aplicação aguda) e em níveis medulares 
diferentes (nivel toráxico versus nível lombar). Uma outra diferença nesses estudos é o tipo de 
teste utilizado para verificar os efeitos das cininas (retirada de cauda vs. placa quente). Os 
testes da retirada de cauda e da placa quente utilizam a mesma modalidade de estímulo 
(térmico), mas as respostas dos animais à estes estímulos são diferentes. A resposta da retirada 
de cauda é puramente reflexa, diferente da resposta à placa quente que além do componente 
reflexo (retirada da pata), possui um componente organizado (o ato de lamber a pata ou saltar) 
(MOGILetal.,1999).
De qualquer maneira, o controle nocíceptivo espinhal é complexo, existindo diversos 
mecanismos regulatórios para o controle das ações de um transmissor. 0  próprio NMDA pode 
ativar sistemas espinhais nocíceptivos ou antinociceptivos (inibitórios) dependendo da dose e do 
protocolo experimental utilizado (RAIGORODSKY e URCA, 1987; ROMITA e HENRY, 1996).
Os antagonistas dos receptores Bi e B2 não causaram nenhum efeito per se na latência 
dos animais ao estímulo térmico quando analisados no modelo da placa quente, demonstrando 
que estes receptores não parecem estar envolvidos com a modulação de estímulos nocíceptivos 
transitórios, na ausência do peptídeo. No entanto, a administração intratecal do HOE 140, inibiu 
a fase infiamatória da nocicepção causada pela injeção intraplantar de formalina (CHAPMAN e 
DICKENSON, 1992) e as cininas produziram hiperalgesia duradoura quando administradas por 
via intratecal (presente estudo). Os resultados obtidos por Chapman e Dickenson (1992) 
juntamente com os resultados do presente estudo, sugerem que em nível espinhal, as cininas e 
seus receptores parecem estar envolvidos com a estimulação nociceptiva duradoura, podendo 
assim participar de processos patológicos. De fato, estudos ex vivo demonstram que após a
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indução de neuropatia em ratos, existe aumento na imunoreatividade à bradicinina e diminuição 
da densidade de receptores B2 na medula espinhal (LOPES et al.. 1995; LOPES e COUTURE, 
1997), e indução de receptores Bi, além de aumento do número de receptores B2 no gânglio da 
raiz dorsal (ECKERTetaL, 1999).
A produção endógena de bradicinina pode ativar os receptores B2 localizados em 
terminais espinhais de nociceptores; facilitando a liberação de vários mediadores envolvidos na 
transmissão da informação nociceptiva (LOPES et al., 1995). Esta hipótese é baseada nos 
resultados que demonstram 0 envolvimento das cininas e seus receptores no processo 
hociceptivo espinhal, juntamente com a capacidade da bradicinina de induzir liberação, 
principalmente via síntese de prostanóides, de CGRP na medula espinhal (ANDREEVA e RANG, 
1993; WANG e FUSCUS, 1997). Com 0 objetivo de analisar a participação das fibras aferentes 
primárias sensíveis a capsaicina, que são a principal fonte de liberação de neuropeptideos e 
glutamato na sinapse primária da medula espinhal, foi realizado 0 tratamento neonatal dos 
animais com a neurotoxina capsaicina. A capsaicina, um ingrediente pungente isolado de 
divesas plantas do gênero Capsicum, liga-se com um receptor ionotrópico especifico, 0 receptor 
vanilóide (VR1), e excita fibras aferentes primárias, causando a liberação de neuropeptideos e 
aminoácidos excitatórios, e conseqüentemente induzindo nocicepção (CATERINA et al., 1997; 
HOLZER, 1991; SZALLASI e BLUMBERG, 1999). 0  tratamento neonatal dos animais com 
capsaicina provoca neurotoxicidade devido a uma estimulação prolongada do receptor VR1, 
induzindo influxo excessivo de íons cálcio e sódio nas fibras sensíveis á capsaicina. Este influxo 
exacerbado causa destruição de cerca de 75% de fibras G e 12% de fibras A aferentes 
(HOLZER, 1991,1998).
De fato. os antagonistas dos receptores NMDA, NKi e para CGRP, e 0 tratamento 
neonatal dos animais com capsaicina. foram capazes de inibir, embora parcialmente, a 
hiperalgesia térmica induzida pela injeção intratecal de bradicinina. Estes resultados sugerem a
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participação do glutamato, substância P e CGRP liberados de fibras aferentes primárias 
sensíveis à capsaicina no desenvolvimento da resposta hiperalgésica à bradicinina.
0  tratamento com capsaicina também causou uma diminuição do efeito hiperlagésico 
causado pelo glutamato. Liu e colaboradores (1997) demonstraram resultados semelhantes com 
a nocicepção induzida pela administração intratecal de NMDA. Neste trabalho, os autores 
demonstraram que o tratamento neonatal com capsaicina ou com um antagonista do receptor 
NKi causou inibição parcial, enquanto que o antagonista do receptor NMDA bloqueou 
completamente os efeitos nociceptivos do NMDA. Estes resultados sugerem portanto, que o 
NMDA ativa receptores pré-sinápticos (na fibra aferente primária) causando a liberação de 
glutamato e substância P, que podem facilitar e prolongar a transmissão nociceptiva (LIU et al., 
1997).
Uma análise semelhante pode ser feita com os resultados obtidos no presente estudo. A 
bradicinina pode, pelo menos em parte, ativar receptores Ba nas terminações espinhais de fibras 
aferentes primárias, causando liberação de glutamato, substância P e CGRP. Esta hipótese 
deriva da análise dos seguintes resultados;
1) Os antagonistas dos receptores Ba bloquearam totalmente a ação hiperalgésica da 
bradicinina;
2) Os antagonistas dos receptores NMDA, NKi e do CGRP inibiram parcialmente (com valores 
de inibição máxima multo próximos) a hiperalgesia induzida pela bradicinina:
3) 0  tratamento neonatal com capsaicina inibe a hiperalgesia causada pela bradicinina. com 
inibição máxima muito próxima a dos antagonistas dos receptores NMDA. NKi e do CGRP;
4) Nos animais tratados com capsaicina, a bradicinina causa uma pequena hiperalgesia. que foi 
somente bloqueada com o HOE 140. mas não os antagonistas dos receptores NMDA e NKi. 
Apesar da importante dependência das fibras aferentes primárias, outros sítios podem estar 
envolvidos na ação hiperalgésica da bradicinina. incluindo outras células neuronais e células
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não-neuronais, como as células da glia.
A bradicinina provoca a ativação de diversas vias intracelulares erh neurônios, incluindo 
a estimulação da fosfolipase C e ativação de isoformas específicas de proteínas quinases C que 
aumentam a condutância aos ions sódio causando despolarização neuronal (BURGUESS et al., 
1989a; CESARE et al.. 1999; DRAY et al., 1992). A despolarização neuronal induz o influxo de 
’ cálcio que estimula a óxido nítrico sintase a produzir óxido nítrico e GMPc (BURGESS et al., 
1989b; MCGEHEE et al., 1992). A produção endógena de óxido nítrico e GMPc parece estar 
envolvida na hiperalgesia mecânica causada pela injeção intraplantar de bradicinina em ratos 
(NAKAMURA et al., 1996). 0  óxido nítrico liberado pode também modular a atividade do receptor 
B iin  vitro, inibindo as proteínas Gi e Gq acopladas a este receptor (MIYAMOTO et al., 1997).
No presente estudo, o inibidor da NO sintase, L-NAME inibiu parcialmente a hiperalgesia 
térmica induzida pela injeção intratecal de bradicinina. Este efeito do L-NAME pode ser 
resultante de uma ação direta sobre a ativação da NO sintase em resposta a ativação do 
receptor B2, já que a ativação deste receptor em células neuronais ativa a NO sintase e induz a 
liberação de óxido nítrico (BAUER et al., 1993). Como parte da ação da bradicinina é causada 
pela liberação de glutamato e substância P, e como a hiperalgesia induzida pela injeção i.t. de 
glutamato (presente estudo), e substância P (RADHAKRISHNAN et al., 1995) é mediada pela 
via do NO-GMPc, 0 efeito do L-NAME pode ser indireta sobre as ações destes 
neurotransmissores. 0  efeito anti-hiperalgésico do L-NAME foi revertido pelo tratamento 
neonatal dos camundongos com capsaicina, demonstrando que a produção de NO é mediada 
por fibras aferentes primárias. De acordo com os dados apresentados no presente estudo, a 
ativação da NO sintase e a produção de óxido nítrico parecem ser importantes, mas não 
imprescindíveis, para a ação hiperalgésica causada pela injeção intratecal de bradicinina.
Outra importante via envolvida pela ativação do receptor B2, é a da estimulação da 
fosfolipase A2 e conseqüente produção de prostaglandinas e leucotrienos através da ativação da
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ciclooxigenase e da lipooxigenase, respectivamente. No sistema nervoso central e periférico as 
prostaglandinas parecem exercer um papel importante na mediação do efeito final da bradicinina 
(HALL e GEPPETTI, 1995). A hiperalgesia térmica causada pela injeção de bradicinina na pata 
de ratos foi inibida pela administração sistêmica de indometacina e pelo tratamento neonatal dos 
animais com capsaicina (SCHULIGOl et al., 1994). Da mesma maneira que na periferia, o 
inibidor não seletivo (indometacina), e o inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 (DFU), mas não da 
cicloxigenase-1 (indometacina) inibiram a hiperalgesia induzida pela injeção intratecal de 
bradicinina. Além disso, o tratamento neonatal dos animais com capsaicina inibiu o efeito anti- 
hiperalgésico da indometacina. Da mesma maneira, a hiperalgesia térmica causada pela 
administração intratecal de glutamato também foi bloqueda pelo DFU. Esses resultados em 
conjunto, demonstram que, pelo menos parte, as respostas hiperalgésicas causadas pela 
injeção intratecal de bradicinina e glutamato, são mediadas pela estimulação da ciclooxigenase- 
2 e produção de prostaglandinas.
As ciclooxigenases e seus produtos parecem estar envolvidos na regulação da 
nocicepção em nivel espinhal. Tem sido demonstrado que inibidores das ciclooxigenases 
administrados por via i.t. inibem a nocicepção induzida por lesão tecidual periférica 
(LASHBROOK et al., 1999; MALMBERG e YAKSH, 1995). Por outro lado, a injeção intratecal de 
prostaglandinas causa hiperalgesia térmica e alodinia mecânica em animais (MINAMI et al., 
1994; UDA et al., 1990). Inibidores inespecificos das ciclooxigenases inibem a hiperalgesia 
causada pelo NMDA, substância P e doadores de NO injetados intratecalmente (MALMBERG e 
YAKSH, 1992; MASUE etal., 1999). Trabalhos recentes têm demonstrado que a ciclooxigenase- 
2 é a principal isoforma de ciclooxigenase expressa constitutivamente no sistema nervoso 
central de animais experimentais e humanos (BEICHE et al., 1998; VANE et al., 1998), e que 
inibidores seletivos para esta enzima causam efeito antinociceptivo no teste da formalina e 
revertem a alodinia causada por NMDA, quando administrados por via intratecal (DOLAN e
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NOLAN, 1999; YAMAMOTO e NOZAKI-TAGUCHI, 1996). Os resultados do presente estudo 
estendem os dados da literatura sobre a importância das ciclooxigenases, principalmente a do 
tipo 2, no processo de transmissão nociceptiva espinhal.
Como as cininas podem ser formadas em altas taxas e em quantidades potencialmente 
ilimitadas a partir de elementos sangüíneos, além de apresentarem grande potência biológica no 
tecido vascular, a pesquisa bioquimica e farmacológica das cininas foi, inicialmente direcionada 
para suas ações pró-inflamatórias e hipotenslvas na periferia (HALL e GEPPÉTTI, 1995). Outras 
possibilidades de efeitos mediados pelas cininas foram menos exploradas, inclusive uma 
possível ação no sistema nervoso central (HALL e GEPPETTI, 1995).
Apesar do possível papel das cininas como neurotransmissores centrais (SNYDER, 
1980), até 0 momento não existem evidências que dêem suporte a esta hipótese. Os fatos que 
evidenciam um papel de neurotrasmissor para as cininas são reduzidos e de natureza 
especulativa (HALL e GEPPETTI, 1995). Várias questões devem ser respondidas antes que tal 
hipótese possa ser confirmada, particularmente a demonstração da liberação de cininas de 
maneira cálcio-dependente de células neuronais específicas (HALL e GEPPETTI, 1995).
Os resultados do presente estudo não permitem demonstrar um possível papel das 
cininas como neurotrasnmissores. Pela características de todos os estudos in vivo e in vitro, as 
cininas parecem exercer um papel de neuromoduladores, pelo menos em nível espinhal. Após 
estimulação periférica sustentada, neuropeptideos como a substância P, são detectados 
extrasinapticamente em lâminas superficiais e em alguns casos também em lâminas profundas 
do como dorsal da medula espinhal (DUGGAN e HENDRY, 1986; SANDKÜHLER, 1996). A 
difusão extrasináptica de sinalizadores químicos tem sido definida como neurotransmissão por 
volume. Esta forma de transmissão é diferente da neurotransmissão pontual, onde a ação do 
slnallzador químico fica restrita à fenda sinàptica. A neurotransmissão pontual parece mediar a 
transmissão sinàptica rápida e localizada que sinaliza os estímulos sensoriais breves e
59
ordenados (AGNATI et al., 1986; SANDKÜHLER, 1996). A substância P exógena aplicada na 
medula espinal lombar de ratos não somente despolariza e aumenta a excitabilidade de muitos 
neurônios espinhais In vitro, mas também aumenta significativamente a liberação de glutamato 
em fatias de medula espinhal (KANGRGA e RANDIC, 1990). Desta maneira, a substância P 
extrasináptica pode agir como um neuromodulador que modifica os efeitos de 
neurotransmissores clássicos, a atividade sináptica e a conectividade funcional dentro da rede 
nociceptiva espinhal. De fato, os efeitos espinhais da substância P são similares como nas 
modificações que acontecem durante inflamação periférica. Possivelmente outros peptideos, 
como 0 CGRP e a bradicinina, também podem desempenhar papel semelhante 
(SANDKÜHLER, 1996).
A aplicação exógena de substâncias por superfusão espinhal in vivo e in vitro, por 
microinjeções ou por aplicação iontoforética próximas ao sitio neuronal estudado são sempre 
extrasinápticas. Assim, o estudo dos efeitos sinâpticos de um substância não podem ser 
deduzidos. Apesar disso, a estimulação aferente duradoura e eficaz provoca mudanças de longa 
duração na nocicepção espinhal, sugerindo que a difusão extrasináptica de peptideos como as 
cininas pode estar envolvida em situações patofisiológicas (SANDKÜHLER, 1996).
Uma análise do conjunto dos estudos realizados na medula espinhal, sugere que em 
certas condições a produção endógena de cininas ativa terminais espinhais de fibras aferentes 
primárias causando a liberação de neurotransmissores das mesmas (ANDREEVA e RANG, 
1993; LOPES et al., 1995; WANG e FISCUS, 1997). Além disso, apesar de todos os 
componentes do sistema calicreina-cininas existirem na medula espinhal, o sitio de produção 
das cininas ainda não foi identificado. Claramente, mais estudos são necessários para explicar a 
participação das cininas no sistema de nocicepção espinhal.
A apreciação de possíveis ações das cininas no sistema nervoso, ao lado do inibidores 
e antagonistas do sistema calicreina-cininas recentemente oferecidos, podem, de fato, estimular
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e redirecionar a pesquisa a novas áreas onde o sistema das cininas possa ser manipulado com 
possibilidade de propostas terapêuticas reais.
Analisados em conjunto, os resultados do presente trabalho permitem concluir que a 
aplicação intratecal de glutamato causa hiperalgesia térmica, quando verificada no modelo da 
placa quente. A hiperalgesia causada pelo glutamato parece envolver a ativação da via óxido 
nítrio-GMPc, a estimulação da ciclooxigenase-2 e a ativação de fibras aferentes primárias 
sensíveis à capsaicina. Por outro lado, as cininas ativando tanto receptores B2 como Bi, também 
causam hiperalgesia térmica em camundongos quando administradas por via intratecal. Quando 
comparada com a resposta dos agonistas do receptor B2, os agonistas do receptor Bi causam 
hiperalgesia de menor intensidade, mas de maior duração. Além disso, a resposta ao receptor Bi 
parece envolver receptores constitutivos. A ação hiperalgésia da bradicinina parece envolver a 
ativação de receptores B2, principalmente os encontrados em fibras aferentes sensíveis à 
capsaicina, levando a liberação de glutamato, substância P e CGRP. A bradicinina ainda pode 
ativar outros sítios para causar hiperalgesia. 0  estudo das ações das cininas em nível espinhal é 
promissor na perspectiva de se encontrar novas drogas úteis no tratamento da dor.
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SUMMARY
Glutamate is the major amino acid neurotransmitter in the central nervous system. The 
intrathecal administration of glutamate (10 to 100 nmol) caused dose-related hyperalgesia (mean 
EDso of 35 nmol) when assessed In the thermal behaviour model of nociceptlon, the hot-plate test 
maintained at 50 °C. The i.t. Injectlon of both nitric oxide synthase inhibitors, L-NOARG and L- 
NAME, did not induce any detectable effect per se, but Instead produced dose-related Inhibition 
of glutamate-lnduced hyperalgesia. D-NAME, the inactive enantiomer of L-NAME, had no effect. 
The co-injection of SNAP (0.22 (imol) or 8-bromo-cGMP (22.5 nmol) with glutamate (10 nmol), 
through i.t. route, significantiy enhanced glutamate-lnduced hyperalgesia. The guanylate cyclase 
inhibitors LY 83583 (0.1-1.0 nmol) or ODQ (30 - 300 pmol), co-administered with glutamate, 
dose-dependently antagonised the glutamate-lnduced hyperalgesia. Collectively, these resuits 
demonstrate thatthe i.t. injectlon of glutamate into the spinal cord of mice produces dose-related 
hyperalgesia, an effect that is largely mediated by L-arginine-nitric oxide-cGMP pathway from 
spinal sites.
Like glutamate receptors, kinin Bi and B2 receptors are observed in the substantia 
gelatinosa of the spinal cord dorsal horn. In the periphery, kinins activate AS and C fibres in 
sensory nerves, producing pain and hyperalgesia, and may, in addition, release pro-inflammatory 
and hyperalgesic mediators which aiso largely accounting for their pro-inflammatory and 
nociceptive properties. This study aIso investigates some of the mechanisms by which kinins 
injected spinally, produce thermal hyperalgesia in mice. The intrathecal administration of 
bradykinin, Tyr^-bradykinin, des-Arg^-bradykinin or des-Arg^o-kallidin (1-50 nmol/sitio) caused a 
significant hyperagesia when assessed in the thermal model of nociceptlon, the hot plate test. 
The agonists for the kinin receptors Bi and 82 have shown some differences in their responses. 
The peak of the hyperalgesia was 10 minutes for the B2 agonists and 60 minutes for the BI
agonists. However, the hyperalgesic action caused by the B2 agonists was more efficacious than 
that caused by the B1 agonists. The pre-treatment of animais by i.t. route with the B2 receptor 
antagonists HOE 140 or NPC 18884, or with the COX-2 inhibitor DFU, completely abolished the 
BK-induced hyperagesia. The same pre-treatment with FK888, MK 801, CGRPa-s?, L-NAME or 
indometacin, orthe neonatal pre-treatment with capsaicin, attenuated the BK hyperalgesic acfon. 
However, the i.t. pre-treatment of animais with SR48968, SR142801 or piroxicam failed to 
interfere with the BK effect. Collectively, these resuits demonstrate that the i.t. injection of kinins 
into the spinal cord of mice produces a significant hyperalgesia. These effects seem to be related 
with constitutive receptors present in the mice. However, the BK response seems to be related, at 
least in part, with the glutamate, substance P and CGRP release by capsaicin-sensitive afferent 
fibres, besides prostaglandins and NO production.
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